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RÉSUMÉ
Chez l’enfant, la leucémie est la néoplasie la plus fréquemment
diagnostiquée comptant pour environ 26 % des cas. Cette maladie est aussi la
plus meurtrière étant responsable d’environ 30 % des décès. Des pertes de
matériel génétique au niveau du chromosome 12p12-13 sont observées dans
approximativement 30 % des enfants atteints de la leucémie lymphoblastique
aigué (LLA), suggérant la présence d’un locus suppresseur de tumeur dans cette
région. L’objectif général de la présente étude était d’identifier lets) gènets)
suppresseur(s) de tumeurs dans la région critique et de comprendre l’impact de
son inactivation dans le développement et/ou la progression de la leucémie. Au
moment d’initier les travaux décrits dans cette thèse, seulement deux gènes
connus, EW6 et LRP6, étaient localisés dans la région commune de délétion.
Nous avons identifié trois nouveaux gènes et caractérisé de nouvelles isoformes
des gènes BCL-G et MKP7, portant ainsi à sept le nombre de gènes candidats
dans la région critique. Nous avons recherché dans l’ADN génomique de LLA de
patients la présence de mutations dans la région codante de ces gènes. Aucune
mutation somatique n’a été détectée. L’étude d’expression dans ces LLA a
cependant révélé que seul le gène EW6 était inactivé dans la majorité des cas.
Les événements d’inactivation les plus fréquents étaient la délétion et la
translocation ttl2 ;21) sur l’allèle résiduel. Les polymorphismes identifiés au cours
de la recherche de mutations ont de plus permis de réduire la région commune de
délétions à un intervalle contenant les gènes ETV6 et BCL-G. Ces évidences
génétiques jumelées à des données fonctionnelles font de EW6 le principal
candidat suppresseur de tumeur de la région délétée. EW6 est un facteur de
transcription (IF) de la famille ETS. Son rôle n’est toujours pas clair à ce jour,
principalement à cause du nombre restreint de cibles caractérisées. Afin de mieux
comprendre l’impact de l’inactivation de ce TF dans la LLA, nous avons généré
des clones inductibles pour le gène ETV6 en utilisant le système Tet-On. Nous
avons ensuite analysé le transcriptome de ce système cellulaire à différents temps
après l’induction de ETV6 à (‘aide d’une étude de microarrays. Cette étude a
permis d’identifier 87 gènes modulés suite à l’induction avec la doxycycline. La
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modulation de 10 de ces gènes, AKR1 Cl, AKRI C3, IL1 8, LUM, PHLDI, PTGER4,
PTGS2, SPHKI, TP53 et VEGF, a été validée par RT-PCR quantïtatif en temps
réel. Nous avons évalué la capacité d’une vingtaïne d’éléments cis ETS, situés
dans les promoteurs de ces gènes, à lier des protéines nucléaires à l’aide de la
méthode d’« electromobility shift assay» (EMSA). Des éléments cis situés au
niveau des promoteurs des gènes AKRIC3, lLl8, LUM, PTGER4, PTGS2, TP53
et VEGF ont lié des protéines nucléaires de façon dépendante à la séquence
consensus ETS centrale. Parmi les gènes validés, l’expression des gènes 1L18,
LUM, PTGER4, SPHKI et TP53 corrélait directement avec celle de ETV6 dans les
LIA de patients, suggérant une régulation de ces gènes par ETV6 dans les LLA.
L’analyse in silico plus approfondie des données d’expression des 87 gènes
modulés par ETV6 a démontré que des gènes ayant un profil de modulation
similaire partagent aussi des caractéristiques biologiques ou des éléments
conservés au niveau de leur promoteur. Globalement, notre étude a permis la
caractérisation de nouveaux gènes dans la région critique, l’établissement de
ETV6 comme candidat gène suppresseur de tumeur le plus probablement impliqué
dans les altérations du chromosome 12p12-13 retrouvées dans la leucémie,
l’identification de gènes modulés par ETV6, l’identification d’éléments cis par
lesquels EW6 pourrait réguler ces gènes et de proposer des mécanismes
hypothétiques par lesquels EW6 pourrait agir comme suppresseur de tumeur.
Mots clés: leucémie, gène suppresseur de tumeur, chromosome 12, mutations,
EW6, microarrays, régulation de l’expression génique, cibles transcriptionnelles,
sites de liaison à des facteurs de transcription, termes Gene Ontology
VABSTRACT
Leukemia is the most frequently diagnosed neoplasia ïn chiidren,
representing 26% of cases. This disease also kiils more chiidren than any other
cancer, being responsible for 32% 0f deaths. Deletions of chromosome 12p12-13
are observed in approximately 30% of acute lymphoblastic leukemia cases,
suggesting the presence of a tumor suppressor gene in the region. The general
objective of the present study was to identify the tumor suppressor genes(s) in the
critical region and to understand the impact of its inactivation in the development
and/or progression of leukemia. At the moment of starting this work, only two
genes, EW6 and LRP6, were known to be Iocated in the critical region. We have
identified three new genes and characterized new mRNA isoforms of BCL-G and
MKP7, bringing the number 0f genes in the region to 7. Somatic mutations were
sought, in the cou ing region of the genes located in the critical region, in leukemias
from patients but none were detected. However, our expression analysis showed
that ETV6 was the only gene being silenced in most leukemia samples. The most
frequent inactivation events were the deletion and the translocation t(1 2;21) on the
residual allele. Moreover, the newly identïfied polymorphisms allowed the
reduction of the shortest commonly deleted region to an interval containing ETV6
and BCL-G genes. Thïs genetic evidence along with other functional evidence
suggests that EW6 is the main TSG candidate in the region. ETV6 is a
transcription factor (TF) of the ETS family. Its function is stiil poorly understood,
mainly because only few transcriptional targets are known so far. To better
understand the role of this TE in leukemia, we generated ETV6-inducible clones
using the Tet-On system. We analyzed the transcriptome of ceils induced for
EW6 expression at different time points. Eighty-seven genes were found to be
modulated by the induction with doxycyclin. The expression 0f 10/13 genes,
AKR1CI, AKR1C3, 1L18, LUM, PHLDI, PTGER4, PTGS2, SPHKI, TP53 and
VEGF, was validated using real-time quantitative RT-PCR. We assessed the
capacity of about 20 ETS Gis elements, located in the promoter of the validated
genes, to bind to nuclear proteins, using electromobility shift assays (EMSA). We
identifled cis elements binding to nuclear proteins in an ETS core sequence
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dependent manner in the promoter of AKRIC3, 1L18, LUM, PTGER4, PTGS2,
TP53 and VEGF. Amongst the validated genes, expression of 1L18, LUM,
PTGER4, SPHKI and TP53 was shown to directly correlate with that of ETV6 in
leukemias from patients, suggesting a role for ETV6 in regulating these genes in
leukemia ceils. Further in silico analyses, using expression data of the 87 EW6
modulated genes, showed that some genes presenting similar modulation profiles
shared biological features or conserved transcription factor binding sites (TFBS) in
their promoter. Overall, this study allowed the characterization of new genes in the
deleted region, the establishment of ETV6 as the most probable TSG involved in
childhood leukemia, the identification of new ETV6-modulated genes, the
identification of promoter cis elements by which EW6 could regulate the
expression of these genes and the proposition of hypothetical mechanisms
involving ETV6 as a TSG in leukemia.
Key words: leukemia, tumor suppressor gene, chromosome 12, mutations, ETV6,
microarrays, gene expression regulation, transcriptional targets, transcription factor
binding sites, Gene Ontology terms
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1CHAPITRE 1: INTRODUCTION
1.1 Historique du projet
La leucémie de l’enfant constitue l’un dès principaux intérêts de recherche
de notre laboratoire. L’objectif global de celle recherche est de comprendre les
mécanismes responsables du développement et de la progression de cette
maladie afin de prévenir ou d’arrêter son développement. Outre cet objectif
directement visé, l’étude de la leucémie présente également un intérêt en soi
comme outil pour mieux comprendre le cancer en général. Il y a une dizaine
d’années, notre laboratoire s’est intéressé à une région située sur le chromosome
12p qui est délétée de façon récurrente dans la leucémie de l’enfant. Puisqu’une
telle délétion suggère la présence d’un gène suppresseur de tumeur (GST) situé
dans la région touchée, le laboratoire a entrepris des travaux dans le but
d’identifier lefs) GST en question. D’ailleurs, notre laboratoire a participé
activement à la construction des cartes génétiques et physiques de cette région
(Baccichet, A et Sinneif, D 1997; Aissani, B et Sinneil, D 1999). L’étude décrite
dans celle thèse se veut une suite logique à ce processus menant à l’identification
du (des) GST de la région et à sa (leur) caractérisation ayant pour but de mieux
comprendre le mécanisme de leucémogenèse relié à cette anomalie génétique.
Dans les sections suivantes, nous aborderons les notions biologiques de bases
relatives au cancer, soulignerons l’importance de la LLA comme maladie de
l’enfant, décrirons les principales anomalies caractérisant cette maladie puis
passerons en revue nos connaissances actuelles sur EW6, gène qui, à la lumière
de nos résultats, nous semble correspondre le plus probablement au candidat GST
recherché. Ce chapitre se terminera par l’énoncé des objectifs de notre étude.
1.2 Biologie du cancer
21.2.1 Oncogènes et gènes suppresseur de tumeur
Le cancer est une maladie affectant généralement les cellules somatiques.
L’évolution d’une cellule normale vers une cellule cancéreuse se fait en plusieurs
étapes, marquées par l’acquisition d’altérations génétiques et épigénétiques, d’où
le concept de processus multi-étapes du cancer (figure 1). Ces altérations
permettent à la cellule de proliférer de façon incontrôlée et éventuellement de se
disséminer dans tout l’organisme. En oncologie, on considère généralement les
gènes impliqués dans le cancer de façon dichotomique, c’est-à-dire qu’on les
classe en 2 grands groupes, soit les oncogènes et les GSTs. Les oncogènes
peuvent être définis comme étant des gènes, normaux à l’origine (proto
oncogènes), qui ont subi une altération résultant en un gain de fonction du produit
génique promouvant le développement ou la progression du cancer (figure 2). À
l’opposé, les GST sont des gènes dont l’inactivation (perte de fonction du produit
génique) promeut le développement ou la progression du cancer (figure 3). Un
grand nombre d’oncogènes et de GSTs ont été caractérisés jusqu’à ce jour. Les
sections suivantes citeront des exemples de quelques-uns d’entre eux afin
d’illustrer des concepts plus généraux reliés au cancer.
I .22 Immortalisation
Comment une cellule passe-t-elle de l’état normal à l’état tumoral? L’étude
de cellules en culture nous a beaucoup appris sur ce phénomène. Pour passer
d’un état dit « normal » à un état « tumoral », une cellule doit franchir
essentiellement 2 étapes, l’immortalisation et la transformation. L’immortalité
cellulaire est un phénotype qui réfère à la capacité que possède une cellule à se
diviser virtuellement de façon infinie (Hahn, WC 2002). L’état de transformation,
bien qu’associé à de multiples caractéristiques dont nous parlerons plus loin,
repose essentiellement sur la capacité qu’ont les cellules à former une tumeur
lorsqu’injectées dans un animal (Kufe, D et al. 2003).
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Figure 1. Caractère multi-étapes du cancer.
Une cellule normale doit subir plusieurs altérations génétiques et épigénétiques
pour acquérir un phénotype cancéreux. Cette figure illustre le concept multi
étapes de la transformation d’une cellule normale en cellule cancéreuse. Figure
tirée des notes du cours MMD1005.
? FIST fiUTAT!a
4Normai oeil
w’
ni utated/darnaged
I,,,
Normali gnes
reg ulate
cetI growth
C ncoq nes
accelerate
ce[Ii growth
ind dM!on
Figure 2. Activation d’un oncogène.
La cellule normale contient dans son génome des gènes que l’on appelle proto
oncogènes et qui remplissent des fonctions physiologiques de la cellule qui sont
aussi associées au cancer. Dans le processus de développement du cancer, ces
gènes peuvent subir des altérations génétiques (mutations) ou épigénétiques qui
entraîneront un gain de fonction et favoriseront l’apparition du cancer. L’activation
d’un oncogène réfère à ce phénomène. Figure tirée des notes du cours
MMD1005.
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Figure 3. Inactivation d’un gène suppresseur de tumeur (GST).
La cellule normale contient dans son génome des gènes qui par leur activité
freinent des phénotypes physiologiques qui sont aussi associés au cancer. Dans
le processus de développement du cancer, ces gènes peuvent subir des
altérations génétiques (mutations) ou épigénétiques qui entraîneront leur
inactivation, ce qui favorisera l’apparition du cancer. Figure tirée des notes du
cours MMD1005.
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Lorsque des cellules sont explantées d’un animal et mises en culture, elles
doivent d’abord s’adapter à leur nouveau milieu, une capacité qui diffère
grandement selon le type cellulaire (Hahn, WC 2002). Lorsque cette étape est
réussie, les cellules proliféreront mais le nombre de divisions qu’elles subiront sera
limité et variable selon le type cellulaire après quoi les cellules entreront dans un
stade de sénescence réplicative qui se caractérise par un arrêt de la prolifération,
un changement morphologique et un maintient des activités métaboliques
(Hayflick, L 1965; Hahn, WC 2002). Certains marqueurs moléculaires sont
associés à la sénescence réplicative soit l’expression de p21(Noda, A et al. 1994),
p164 (Alcorta, DA et al. 1996; Hara, E et al. 1996; Reznikoff, CA et al. 1996),
PAl-1 (Mu, XC et al. 1998) et de la béta-galactosidase acidique (Dimri, GP et al.
1995). L’absence d’expression de l’unité catalytique de la télomérase TERT, qui
caractérise généralement les cellules somatiques, fait en sorte que les télomères
des chromosomes diminuent à chaque division cellulaire, ce qui précipiterait les
cellules dans l’état de sénescence réplicative (Hahn, WC 2002). Il semble que la
sénescence réplicative soit régulée par essentiellement 3 voies (figure 4): la
stabilisation des télomères, la voie de pR5 et celle de p53. L’expression ectopique
de hTERT dans des fibroblastes, des cellules endothéliales, des cellules
épithéliales pigmentées de la rétine et des cellules mésothéliales permet à celles-ci
d’éviter la sénescence réplicative et de devenir immortelles (Bodnar, AG et aL
1998; Vaziri, H et Benchimol, S 1998; Yang, J et aI. 1999; Dickson, MA et al.
2000). Pour certains types cellulaires comme les kératinocytes, les cellules
épithéliales mammaires ou les cellules épithéliales des voies respiratoires,
l’expression ectopique de la tétomérase est parfois insuffisante pour
l’immortalisation (Kiyono, T et al. 1998; Dickson, MA et al. 2000; Lundberg, AS et
al. 2002) qui peut par contre être achevée par la co-transfeâtion avec la protéine
du virus du papillome humain (HPV) E7, un inhibiteur de pRB (Foster, SA et
Galloway, DA 1996), ou par l’inactivation spontanée de pj6INK4 une protéine
intervenant aussi dans la voie de pRB (Kiyono, T et al. 1998; Dickson, MA et al.
2000) (figure 4). La voie de p53 pourrait également être impliquée dans
l’immortalisation puisque, lorsque ce processus survient de façon spontanée dans
des fibroblastes embryonnaires de souris (MEF), p53 ou p19ARF est presque
7p16IlNK4 p14(p19)!ARF
télomérase
cyclines D CDK416 MDM2
ALT I raccourcissement
J %/ télomères
E7 pRB grand T E6
stabilisation
télomères
progression cycle cellulaire arrêt cycle cellulaire
apoptose
Figure 4. Voies moléculaires impliquées dans l’immortalisation cellulaire in
vitro.
Trois voies moléculaires sont impliquées dans l’immortalisation de cellules in vitro:
1) la stabilisation des télomères, qui est assurée le plus souvent par la télomérase
ou plus rarement par une voie alternative nommée ALT; 2) l’inhibition de la voie
menant à l’activation de pRB, qui peut entre autres se faire par l’inhibition de
p16<4 ou par l’expression des oncoprotéines E7 ou grand T et 3) l’inhibition de
TP53, qui peut se produire par l’inactivation de p14(p19)ARF de TP53 ou par
l’expression des oncoprotéines grand T ou E6. Dans certains types cellulaires, la
stabilisation des télomères par l’expression de la télomérase est suffisante pour
éviter la sénescence réplicative et enclencher l’immortalisation alors que dans
d’autres types la voie de pRB doit aussi être inhibée, Il est également possible de
retarder la sénescence réplicative par l’inactivation simultanée des voies de pRB et
TP53 mais dans ce cas, l’immortalisation à proprement dite nécessitera également
une stabilisation des télomères. Le raccourcissement des télomères mène à
l’activation des voies de pRE et de TP53. Flèche: activation; ligne
perpendiculaire: inhibition. Figure inspirée et adaptée de (Hahn, WC 2002).
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invariablement inactivé (figure 4) (Harvey, DM et Levine, AJ 1991; Kamijo, T et al.
1997). Mentionnons que l’inactivation simultanée des voies de pRB et de p53
permettrons également d’éviter la sénescence réplicative, du moins à court terme,
tel que suggéré par l’expression de la protéine grand T du virus simien 40 (SV4O)
(Shay, JW et Wright, WE 1989), qui inactive à la fois pRB et p53, ou par
l’expression simultanée des protéines E6 et E7 de HPV (Bright, RK et al. 1997;
Bond, JA et al. 1999) qui inactivent p53 et pRB, respectivement (figure 4). Ces
cellules, qui n’expriment pas la télomérase, ne sont toutefois pas immortelles à ce
stade. Elles subiront subséquemment une crise de laquelle émergeront des
clones immortels ayant acquis la capacité de maintenir la stabilité de leurs
télomères, un phénotype qui semble être un événement incontournable (Hahn, WC
2002). La stabilisation des télomères implique le plus souvent l’expression de la
télomérase (Counter, CM et al. 1994; Kim, NW et al. 1994) mais peut aussi se
faire, quoique plus rarement, de manière télomérase-indépendante (x alternative
lengthening of telomeres» (ALT)) (Bryan, TM et al. 1995; Bryan, TM et al. 1997)
(figure 4). lI a été proposé que le raccourcissement des télomères met en branle
des mécanismes qui ultimement activent p53 et pRB (Karlseder, J et al. 1999;
DePinho, RA 2000) (figure 4). Les cellules survivant à une crise qui deviennent
immortelles présentent typiquement une aneuploïdie et des réarrangements
chromosomiques (Counter, CM et al. 1992). lI est important de noter que, malgré
ces anomalies et souvent l’inactivation des voies de pRB et TP53, ces cellules
immortelles sont généralement incapables de former des tumeurs dans un animal
et ne sont donc pas transformées (Shay, JW et Wright, WE 1989; Hahn, WC et al.
1999).
I .2.3 Transformatïon
Les voies impliquées dans l’immortalisation jouent également un rôle
important dans la transformation puisqu’une majorité de cancers présentent une
inactivation des voies de p53, pRB et une activité de la télomérase. Pourtant, nous
avons mentionné que des cellules arborant ces anomalies ne forment pas
nécessairement de tumeur dans un animal. Quels sont alors les événements
9menant à la transformation? Abordons d’abord quelques caractéristiques de
cellules transformées observées in vitro (tableau I) (Kufe, D et al. 2003). Les
cellules transformées sont immortelles, c’est-à-dïre qu’elles ont une capacité
virtuellement infinie à se diviser. La caractéristique d’inhibition de contact qu’ont
les cellules normales, c’est-à-dire le ralentissement de croissance observé
lorsqu’elles atteignent une certaine densité en culture, est diminuée ou abolie chez
les cellules transformées. Ainsi, elles pourront continuer à croître en s’empilant les
unes sur les autres. Leur dépendance au sérum et aux facteurs de croissance est
diminuée car les voies de signalisations mitogéniques sont souvent activées de
façon constitutive ou par une stimulation autocrine. Les cellules transformées
peuvent pousser de façon indépendante à un substrat d’ancrage et ainsi acquérir
la capacité de former des colonies dans des milieux semi-solides. Elles peuvent
perdre les points de contrôle de leur cycle cellulaire lorsqu’elles sont soumises à
des conditions sous-optimales, comme lorsqu’on réduit ou retire le sérum. Ces
cellules sont plus résistantes à l’apoptose. Elles présentent souvent des
réarrangements chromosomiques observables en cytogénétique.
Morphologiquement, elles ont des caractéristiques que l’on peut également
observer in vivo, par exemple: un rapport cytoplasme/noyau diminué, un nombre
parfois augmenté de nucléoles, qui sont souvent plus gros, et une grande
proportion de cellules en mitose. Et l’ultime critère, comme nous l’avons
mentionné précédemment, est que ces cellules ont la capacité de former des
tumeurs lorsqu’injectées dans un animal.
Il y a près de 25 ans, des études effectuées sur les cellules NIH3T3
suggéraient qu’un seul oncogène introduit dans des cellules était suffisant pour
induire leur transformation (Shih, C et al. 1979; Pulciani, S et al. 1982; Balmain, A
et Pragnell, lB 1983). On a réalisé par la suite que pour ce faire, ces cellules
devaient déjà à tout le moins être immortelles pour être transformées (Newbold,
RF et al. 1982; Newbold, RF et Overeil, RW 1983). Ceci est également bien
illustré par le fait que l’utilisation de lignées primaires de rongeurs nécessite
l’action d’au moins 2 oncogènes, par exemple myc et ras (Land, H et al. 1983) ou
EIA et ras (Ruley, HE 1983), pour qu’il y ait transformation. Dans des souris
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Tableau I. Caractéristiques des cellules transformées in vitro.
Caractéristiques liées à la croissance
I mmortelIes
Capable de former une tumeur lorsque injectées dans un animal*
Perte d’ïnhibition de contact
Perte de la dépendance au sérum
Voie(s) de signalisation mitogénique(s) constitutivement activée(s)
Perte de dépendance à un substrat d’ancrage
Perte de point de contrôle du cycle cellulaire
Résistance à l’apoptose
Caractéristiques cytogénétiques
Altération du nombre de chromosomes
Réarrangements chromosomiques
Caractéristiques morphologiques
Rapport cytoplasme/noyau diminué
Augmentation de la taille et du nombre de nucléoles
Nombre augmenté de cellules en mitose
Inspiré de (Kufe, D et al. 2003). Les caractéristiques indiquées ne sont pas
toujours observées sauf lorsque marquées d’un astérisque (*)• Voir détails dans le
texte.
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transgéniques sur-exprimant myc ou ras on note principalement des dysplasies ou
hyperplasies alors que dans les doubles transgéniques on observe un taux plus
élevé de néoplasies, appuyant l’hypothèse de la collaboration d’oncogènes dans le
développement du cancer (Sinn, E et al. 1987; Thompson, TC et al. 1989).
Cependant, la cinétique du développement de ces cancers suggère que la sur-
expression de ces deux oncogènes est insuffisante pour induire le développement
d’un cancer et que d’autres événements doivent se produire, ce qui est consistant
avec l’hypothèse que le développement du cancer comporte de multiples-étapes
(figure 1). La situation semble encore plus complexe dans les cellules humaines
puisque la transfection d’oncogènes capables de transformer des cellules de
rongeur s’avère souvent inefficace pour transformer des cellules humaines (Sager,
R et aI. 1983; Stevenson, M et Volsky, DJ 1986). En résumé, il semble donc que
la transformation tumorale soit un processus multi-étapes et que les événements
menant au stade de tumeur pourraient différer selon les espèces.
1.2.4 Habiletés acquises des cellules cancéreuses
À ce jour, des milliers d’altérations moléculaires reliées au cancer ont été
recensées mais on ne connaît toujours pas quelles sont les combinaisons
d’altérations requises qui conduisent à l’apparition d’un cancer (Hahn, WC et
Weinberg, RA 2002). Bien que ces différentes combinaisons soient certainement
multiples, il a été proposé que le cancer possède tout de même des « habiletés
acquises » qui sont partagées par la plupart sinon tous les cancers (Hanahan, D et
Weinberg, RA 2000) et qui seraient acquises par l’entremise des changements
génétiques et épigénétiques observés dans les cancers. Ces habiletés
s’apparentent aux caractéristiques de cellules transformées présentées
précédemment (tableau lI): 1) l’auto-stimulation de la prolifération; 2) l’insensibilité
aux signaux inhibiteurs de prolifération; 3) la résistance à l’apoptose; 4) la capacité
de division illimitée (immortalité); 5) la capacité à former de nouveaux vaisseaux et
6) la capacité d’invasion et à former des métastases.
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Tableau Il. Habiletés acquises des cellules cancéreuses
Habileté acquïse Exemples d’anomalies observées dans les cancers
Auto-stimulation de la -Sur-expression PDGF;
prolifération
-Sur-expression TGFŒ;
-Amplification ou sur-expression de HER2/neu;
-Mutations de RAS.
Insensibilité aux signaux -Mutations de RB;
inhibiteurs de prolifération -Délétions pi 61NK4;
-Régulation à la baisse ou mutation TGFf3;
-Mutations SMAD4;
-Sur-expression de MYC.
Résistance à I’apoptose -Mutation de TP53;
-Sur-expression de MDM2;
-Délétion de 14ARF.
-Sur-expression de BCL2.
Capacité de division -Expression de la télomérase;
illimitée -Délétion de p16INK4;
-Mutation de TP53;
-Mutations de RB.
Capacité à former de -Expression VEGF;
nouveaux vaisseaux -Expression bFGF;
-Régulation à la baisse thrombospondine-i;
-Régulation à la baisse interféron E.
Capacité d’invasion et à -Régulation à la baisse de NCAM;
métastaser -Mutation de E-cadhérine;
-Mutation de 13-caténine;
-Sur-expression MMP2/9.
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1.2.4.1 Auto-stimulation de la prolifération
Les cellules normales ont besoin d’être stimulées par des signaux de
croissance pour passer de la quiescence à un état prolifératif. Par contre, les
cellules cancéreuses peuvent être stimulées à croître de façon autonome par trois
principales stratégies: attération de signaux extra-cellulaires de prolifération,
altération de la transduction trans-membranaire de ces signaux et altération des
voies de signalisation intra-cellulaires. Les cellules produisent parfois des facteurs
de croissance auxquels elles sont sensibles, ce qui donne lieu à une stimulation
autocrine de croissance. Ceci est illustré par certains glioblastomes qui sur-
expriment le facteur PDGF ou encore de sarcomes qui produisent du TGF-Œ,
résultant ainsi en une stimulation autocrine (Hanahan, D et Weinberg, RA 2000).
Des récepteurs liés à des stimuli de croissance, les récepteurs à tyrosine kinase
par exemple, sont parfois sur-exprimés ou subissent des mutations qui les rendent
constitutivement actifs. Le gène du récepteur à tyrosine kinase HER2/neu est
amplifié ou simplement sur-exprimé dans une proportion importante des cancers
du sein, entraînant une augmentation de la signalisation mitogénique (Ross, ]S et
Fletcher, JA 1999). Un exemple classique de l’altération des voies mitogéniques
intracellulaires est celui du gène RAS qui, lorsque muté, produit une protéine qui
est dans un état constitutivement activé dans environ le quart des cancers et qui
produit un signal mitogénique continuel indépendant de toute stimulation externe
(Hahn, WC et Weinberg, RA 2002).
1.2.4.2 Insensibilité aux signaux inhibiteurs de prolifération
Les cellules normales possèdent des systèmes moléculaires qui s’opposent
à la prolifération cellulaire. Une stratégie importante consiste à bloquer la
progression du cycle cellulaire, principalement au niveau du point de contrôle en
Gi qui garde les cellules en quiescence (G0) et prévient l’entrée de la cellule en
phase de synthèse (S) (Hanahan, D et Weinberg, RA 2000). Ces systèmes
inhibiteurs de prolifération empêchent ultimement la phosphorylation des protéines
de la famille de pRB, leur permettant ainsi de séquestrer et d’altérer la fonction
d’activateur de transcription de E2F. Les cibles de E2F comptent des gènes dont
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l’expression est impliquée dans l’entrée en phase S du cycle cellulaire (Sellers,
WR et Kaelin, WG, Jr. 1997). Or, la voie de pRB est fréquemment défectueuse
dans les cancers ce qui entraîne la perte d’efficacité du point de contrôle en GI et
ainsi une entrée précipitée en phase S. Les exemples d’altérations entraînant la
défectuosité de la voie de pRB sont nombreux. Des mutations inactivantes du
gène REJ sont observées dans plusieurs cancers comme le rétinoblastome,
l’ostéosarcome, le carcinome du poumon à petites cellules, le glioblastome, le
carcinome de la vessie et le carcinome du sein (Sellers, WR et Kaelin, WG, Jr.
1997). Le gène 16INK4 un inhibiteur de kinases dépendantes de cyclines (CDK)
situé en amont dans la voie de pRB (figure 4), est fréquemment inactivé dans une
multitude de cancers incluant ceux affectant le pancréas, l’oesophage, le poumon
ainsi que dans la leucémie de type T (Sellers, WR et Kaelin, WG, Jr. 1997).
L’inactivation de la voie de TGFI3 est aussi un exemple souvent observé dans les
cancers. Cette voie peut réprimer l’expression de c-myc, qui stimule normalement
la prolifération en agissant en G1 d’une façon encore inconnue (Hanahan, D et
Weinberg, RA 2000). Il peut aussi induire l’expression de pi 54B et de p21, deux
inhibiteurs de CDK (Hannon, GJ et Beach, D 1994; Daffo, MB et aI. 1997). Dans
les cancers, la voie de TGfl3 est parfois inactivée par une régulation à la baisse de
TGfl3 ou par des mutations inactivant TGFf3 ou SMAD4, ce dernier étant situé en
aval dans cette voie (Hanahan, D et Weinberg, RA 2000). Il a été rapporté que
virtuellement tous les cancers du pancréas ainsi qu’environ 80 % des cancers du
colon présenteraient des mutations affectant au moins une des composantes de
cette voie (Villanueva, A et al. 1998; Grady, WM et al. 1999). L’entrée dans un état
cellulaire dit post-mitotique, associée à une différentiation, bloque également les
signaux mitotiques dans une cellule normale et ce processus peut aussi être évité
dans une cellule cancéreuse de différentes façons. Ceci est bien illustré par
l’oncogène Myc qui, lorsque sur-exprimé, entre en compétition avec Mad pour la
liaison de Max ce qui a pour effet d’inhiber la sortie du cycle cellulaire que l’on croit
pouvoir être exercée par l’hétérodimère Mad-Max au cours de la différentiation
cellulaire (Foley, KP et Eisenman, RN 1999).
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1.2.4.3 Résistance à I’apoptose
L’apoptose est un processus de mort programmé latent dans toute cellule.
Certains stimuli physiologiques déclencheront ce processus qui s’avérera, dans
des conditions normales, comme étant un avantage pour l’organisme au détriment
de la cellule éliminée. Ce processus est particulièrement critique dans le
développement du cancer car les molécules « senseurs)> de la cellule, comme
p53, pourront détecter certaines anomalies (e.g. dommage à l’ADN) et pourront
déclencher la mort cellulaire, protégeant ainsi l’organisme de ce qui pourrait
potentiellement évoluer vers le développement d’un cancer (Hahn, WC et
Weinberg, RA 2002). L’apoptose est donc critique dans la défense de l’organisme
contre le cancer et ce dernier sera d’autant plus favorisé si ce processus est
défectueux. De nombreuses anomalies associées au cancer résultent en une
résistance à l’apoptose. Un exemple incontournable est celui de la voie de p53,
qui est défectueuse dans beaucoup de cancers (Hahn, WC et Weinberg, RA
2002). p53 est un facteur de transcription (TE) qui peut induire l’apoptose par
l’activation de l’expression de plusieurs molécules pro-apoptotiques incluant BAX
(Miyashita, T et Reed, JC 1995), APAE1 (Kannan, K et al. 2001; Moroni, MC et al.
2001; Robles, Al et al. 2001), caspase 6 (MacLachlan, TK et El-Deiry, WS 2002),
DR4 (Liu, X et al. 2004), DR5 (Sheikh, MS et al. 1998) et EAS (Muller, M et al.
1998). lI active aussi la transcription de MDM2, qui régule négativement sa
stabilité (Barak, Y et al. 1993). lI semble qu’il pourrait aussi induire l’apoptose de
façon indépendante à son activité de TF (Yu, J et Zhang, L 2005). Le gène TP53
est directement la cible de mutations dans plus de 50 % des cancers. MDM2 est
sur-exprimé dans environ Z % des néoplasies par des mécanismes impliquant
entre autres l’amplification du gène (Momand, J et al. 1998). Parmi d’autres
exemples, citons l’inactivation de 14ARF par mutations ou délétions, qui touche
une large proportion des cancers (Sharpless, NE et DePinho, RA 1999). j4ARF lie
MDM2 et l’empêche de provoquer la dégradation de p53 (figure 4). Entre autres
exemples d’anomalies moléculaires rendant les cellules cancéreuses résistantes à
l’apoptose, mentionnons la sur-expression de RCL2 dans les cas de lymphomes
de type B (Monni, O et al. 1999).
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1.2.4.4 Capacité de division illimitée
Nous avons mentionné plus tôt que l’immortalité de cellules en culture
nécessitait le maintien de fa stabilité des télomères. H semble qu’il en soit de
même in vivo puisqu’environ 90 % des tumeurs humaines expriment la télomérase
et que le reste des tumeurs les stabiliseraient par la voie ALT qui est indépendante
de la télomérase (Hahn, WC et Weinberg, RA 2002). L’utilisation de modèles
mutins démontre bien l’importance de l’activité de la télomérase pour le
développement du cancer. Les souris mutantes homozygotes pour le gène
pi 6T4A sont plus susceptibles au développement de tumeurs. Lorsque celles-ci
sont également mutantes pour la télomérase, l’incidence de tumeurs est réduite
(Greenberg, RA et al. 1999). La réintroduction de la télomérase dans les cellules
rétablit le potentiel oncogénique.
1.2.4.5 Capacité à former de nouveaux vaisseaux
Si une tumeur solide n’avait pas recours à l’angiogenèse, elle serait
contrainte à une taille d’environ I à I ,5 mm de diamètre (Tonini, T et al. 2003). Au
fur et à mesure que la masse tumorale grossit, l’hypoxie s’installe et rend
défavorable la croissance et la survie de celle-ci (Tonini, T et al. 2003). Dans ces
conditions, la tumeur peut demeurer dans un état latent pendant des années
jusqu’à ce que se produise ce qu’il est convenu d’appeler I’ « angiogenic switch »
qui signifie que la balance qui existe entre les facteurs pro- et anti-angiogéniques
favorise l’angiogenèse (Tonini, T et al. 2003). Deux groupes de molécules sont
impliqués dans ce processus, des facteurs solubles et leur récepteur, puis les
intégrines et autres molécules d’adhésion qui régulent les interactions cellule-
matrice et cellule-cellule (Hanahan, D et Weînberg, RA 2000). Typiquement, les
cellules cancéreuses sécrètent des facteurs pro-angiogéniques, comme le VEGF
ou le bFGF, qui vont lier leur récepteur sur des cellules endothéliales, ce qui
provoquera l’attraction de ces cellules au site tumoral, leur croissance et leur
différenciation menant à la formation de nouveaux vaisseaux (Hahn, WC et
Weinberg, RA 2002). La situation est par contre beaucoup plus complexe puisque
les facteurs pro-angiogéniques sont nombreux, notamment VEGF, bFGF, PDGF,
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angiopoïétine-1 et -2, de même que les facteurs anti-angiogéniques, comme la
thrombospondine-1, l’interféron-13, l’angiostatine et l’endostatine (Costa, C et al.
2004; Nyberg, P et al. 2005). De plus, certains facteurs angiogéniques sont
séquestrés dans la matrice extracellulaire et leur bio-disponibilité peut être régulée
par des protéases dégradant cette matrice (Whitelock, JM et al. 1996). VEGF et
bFGF sont des facteurs souvent sur-exprimés dans les cancers alors que des
inhibiteurs d’angiogenèse comme la thrombospondine-1 et l’interféron 13 sont
fréquemment régulés à la baisse (Hanahan, D et Weinberg, RA 2000). Certaines
classes d’intégrines sont aussi associées et fonctionnellement impliquées dans la
néovascularisation (Varner, JA et Cheresh, DA 1996).
I .2.46 Capacité d’invasion et potentiel métastatique
La capacité d’invasion et de former des métastases est l’une des
caractéristiques qui rendent le cancer particulièrement menaçant pour l’organisme
et serait responsable de 90 % des cas de décès par cancer (Sporn, MB 1996). Le
processus responsable de la dissémination de cellules de la tumeur primaire vers
des sites distants est extrêmement complexe et peut être divisé en 7 étapes:
dissociation de cellules de la masse primaire, invasion dans le tissu environnant,
intravasation, dissémination dans l’organisme, arrêt en un site cible, extravasation
et colonisation de sites distants (Engers, R et Gabbert, HE 2000).
Pour mener à bien toutes ces étapes, les cellules cancéreuses requièrent
un ensemble de compétences, soit la capacité de protéolyse, la capacité à former
des interactions temporaires avec les cellules et la matrice avoisinante puis une
capacité de locomotion active (Engers, R et Gabbert, HE 2000). Certaines
molécules d’adhésion auront une influence prépondérante dans les interactions
cellule-cellule et cellule-matrice durant le processus, soit des molécules du groupe
des immunoglobulines, comme NCAM et DCC, des molécules de la famille des
cadhérines, dont l’activité dépend du calcium, comme E-cadherine, des intégrines
et des sélectines. Des pertes ou gains de fonction de molécules dans ces
systèmes sont susceptibles d’augmenter la capacité à l’invasion et à former des
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métastases. Par exemple, l’expression de NCAM est réduite dans les cancers
pancréatiques (Fogar, P et al. 1997). Des expériences dans un modèle mutin de
cancer pancréatique ont montré que les tumeurs chez les mutants de NCAM
développent des métastases contrairement aux contrôles et que l’introduction de
l’isoforme 120 kDa de NCAM chez ces mutants rétablit le phénotype des non-
mutants (Peri, AK et aI. 1999). On observe aussi un changement dans le type
d’isoforme de NCAM dans plusieurs cancers, notamment dans la tumeur de
Wilms, le neuroblastome et le cancer du poumon à petites cellules (Hanahan, D et
Weinberg, RA 2000). La protéine E-cadherïne joue un rôle important d’adhérence
pour les cellules épithéliales et est l’une des molécules d’adhésion ayant été le
plus étudiées pour son tôle de suppresseur d’invasion et de formation de
métastases (Engers, R et Gabbert, HE 2000). C’est une protéine
transmembranaire qui interagit, à l’extérieur de la cellule, avec d’autres E
cadherines localisées sur les cellules voisines et, dans le cytoplasme, avec les a-,
f3- et y-catenines qui forment un pont entre les E-cadherines et le cytosqueleffe
d’actine (Engers, R et Gabbert, HE 2000). Toute défectuosité dans l’un de ces
constituants entraînera une perte d’adhésion cellulaire. L’inactivation de E
cadherine, par mutation, délétion ou méthylation, est associée à pratiquement tous
les types de carcinome incluant ceux du sein, de la prostate, de l’estomac, du
colon, du foie, de l’oesophage, de la peau, du rein et des poumons (Chnstofori, G
et Semb, H 1999). Des mutations dans le gène de la f3-caténine sont aussi
observées dans de nombreux cancers, incluant le mélanome, cancer du colon, de
la prostate et de l’estomac (Christofori, G et Semb, H 1999).
La locomotion implique la formation de pseudopodes ou lamellipodes
réalisée par la polymérisation d’actine et peut être régulée par la voie P13K,
sollicitant également la GTPase Rad et Cdc42 (Keely, PJ et al. 1997; Sander, EE
et al. 1998). Les tumeurs présentent souvent une activité protéolytique plus élevée
que l’on croit être un pré-requis pour l’invasion (Engers, R et Gabbert, HE 2000).
Parmi les protéinases qui dégradent la matrice extracelulaire, les
métalloprotéinases (MMP5) et le système urokinase plasminogène ont été
particulièrement étudiées dans le contexte de l’invasion. Parmi les MMPs, MMP2
19
et MMP9 sont particulièrement reconnues pour jouer un rôle important dans ce
processus (Ray, JM et Stetier-Stevenson, WG 1994). L’efficacité de dégradation
sera déterminée par le rapport entre les enzymes protéolytiques et leurs
inhibiteurs, comme les TIMPs (Engers, R et Gabbert, HE 2000).
Lorsque des cellules s’échappent dans la circulation sanguine et/ou
lymphatique, il semble qu’elles dériveraient passivement jusqu’à ce qu’elles soient
arrêtées dans des capillaires par restriction de taille plutôt que par un phénomène
similaire au « homing» des lymphocytes lors de l’inflammation, tel que suggéré
par des études en vidéomicroscopie in vivo (Chambers, AF et al. 1995).
Contrairement à ce qu’on a longtemps cru, la majorité des cellules arrêtées dans
des capillaires seront extravasées, suggérant que cette étape n’est pas limitante
dans le processus métastatique (Chambers, AF et al. 1995). La sélectivité
prépondérante de sites de colonisation pour un cancer donné serait principalement
dû à leur capacité à survivre et à se diviser à un site donné, tel que proposé par
l’hypothèse du « seed and soil» de Paget (Paget, S 1989; Engers, R et Gabbert,
HE 2000; Fidler, lJ 2002).
1.3 La leucémie de l’enfant
1.3.1 Statistiques sur la leucémie
Chez l’enfant, le cancer le plus fréquemment diagnostiqué est la leucémie,
représentant 26 % des cas. Malgré le fait que cette maladie constitue un exemple
de réussite dans le traitement du cancer, avec un taux de rémission d’environ 80
%, elle est encore responsable de la mort d’environ 30 % des cas de cancer chez
l’enfant, ce qui en fait le tueur le plus important par maladie. En d’autres termes,
ceci signifie qu’environ 330 enfants auront un diagnostic de leucémie au Canada
cette année et que près de 70 en mourront (Société canadienne du cancer et
Institut national du cancer du Canada 2005). Malgré le fait que le cancer peut être
considéré comme une maladie rare chez les enfants, il est tout de même la
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principale cause de décès par maladie dans la tranche d’âge de O à 14 ans
(American Cancer Society 2005). De plus, les traitements peuvent laisser des
séquelles importantes, entre autres la stérilité, les troubles d’apprentissage, les
carences hormonales et un risque de 10 à 15 fois plus élevé de développer un
autre cancer ultérieurement (Agence de santé publique du Canada 1997). La
compréhension des mécanismes du développement et de la progression de celle
maladie est donc importante afin de mieux prévenir celle maladie et d’intervenir en
limitant les impacts négatifs.
1.3.2 Définition et classification des leucémies
Le terme leucémie provient des mots grecs « leukos » qui signifie « blanc »
et « haima > qui réfère à « sang ». Il peut ainsi se traduire littéralement par « sang
blanc» qui correspond d’ailleurs à l’aspect blanchâtre du sang des patients
atteints. La leucémie est une affection hématologique maligne caractérisée par la
prolifération incontrôlée de cellules hématopoïétiques immatures dans la moelle
osseuse et le sang périphérique. Celle maladie peut se développer à n’importe
quel stade de différentiation hématopoïétique (figure 5) et peut s’étendre aux
ganglions lymphatiques, à la rate, au foie, au système nerveux central ainsi qu’à
d’autres organes (Colby-Graham, MF et Chordas, C 2003). Les leucémies
peuvent être divisées en deux grandes catégories selon le type histologique, soit le
type myéloblastique, affectant des intermédiaires cellulaires de la voie de
différenciation myéloïde, ou le type lymphoblastique, prenant origine dans des
intermédiaires cellulaires menant à la différentiation en lymphocytes. Les
leucémies peuvent également être classées selon la vitesse de leur évolution, on
utilise le qualificatif aigué lorsque celles-ci sont rapides, ou chronique, lorsqu’elles
sont plus lentes (Colby-Graham, ME et Chordas, C 2003). La leucémie
lymphoblastique aigué (LLA) est la forme prédominante chez les enfants,
représentant environ 75-$0 % des cas de leucémie. La leucémie myéloïde aigué
(LMA) compte pour environ 20-25 % des cas et la leucémie myéloïde chronique
(LMC) pour moins de 5 %. Pour sa part, la leucémie lymphoblastïque chronique
(LLC) est très rarement diagnostiquée chez l’enfant
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(Colby-Graham, MF et Chordas, C 2003). Ces différentes formes de leucémie
portent ensuite des noms plus spécifiques, selon le stade de différentiation de
celle-ci, déterminé généralement par immunotypage. Dans la présente étude,
nous nous sommes intéressés à la LLA de type pré-5 qui est la forme la plus
fréquente des LLA chez l’enfant.
1.3.3 Facteurs de risque de la leucémie chez l’enfant
Les causes de la leucémie chez l’enfant sont encore largement inconnues.
Des facteurs de risques ont toutefois été identifiés et certains sont présentés dans
le tableau III. Les malades atteints du syndrome de Bloom, de l’anémie de
Fanconï et de l’ataxie télangiectasïe, toutes des maladies caractérisées par une
instabilité chromosomique, présentent un risque accru de développer la leucémie
(Rubnitz, JE et Crist, WM 1997). Les individus présentant le syndrome de
Klinefelter, la neurofibromatose ou le syndrome de Schwachmann sont aussi plus
enclins à développer la leucémie (Colby-Graham, MF et Chordas, C 2003). Une
augmentation du risque d’être atteint de leucémie de 15 fois est aussi associée au
syndrome de Down (Rubnitz, JE et Crist, WM 1997). Notons toutefois que toutes
ces conditions sont en cause dans relativement peu de cas de leucémie. Il a aussi
été rapporté que les plus gros bébés (Hjalgrim, LL et al. 2004) ainsi que les
garçons (Colby-Graham, MF et Chordas, C 2003) présentent un risque plus grand
de développer la maladie. En ce qui a trait aux facteurs environnementaux,
l’exposition aux radiations ionisantes, à certains produits chimiques comme le
benzène ou à certains médicaments anti-néoplasiques augmente également le
risque de développer la maladie (Rubnitz, JE et Crist, WM 1997). Plusieurs
équipes se sont intéressées à l’effet des champs électromagnétiques de lignes à
haute tension à proximité des maisons mais les conclusions sont contradictoires et
le sujet encore controversé (Ahlbom, A et al. 2000; Draper, G et al. 2005). On
rapporte également une association entre l’utilisation de pesticide, dans la maison
ou autour, et l’incidence de la leucémie chez l’enfant (Infante-Rivard, C et al.
1999). On documente de plus en plus des associations entre des polymorphismes
géniques fonctionnels dans des gènes candidats et la susceptibilité à la leucémie
23
Tableau III. Facteurs de risques de la leucémie de l’enfant.
Leucémies, types confondus
Syndrome de Schwanman
Syndrome de Down
Proximité de lignes à haute tension*
Pesticides domestiques
Polymorphismes enzymes métabolisme xénobiotiques
LLA
Ataxie télangiectasie
Irradiation après naissance (cadre thérapeutique)
Exposition aux rayons X in utero
Garçon
Race (Caucasien > Américain Africain)
Statut socio-économique élevé
LMA
Anémie de Fanconi
Syndrome de Bloom
Neurofibromatose de type I
Monosomie 7 familiale
Granulocytopénie de Kostmann
Agents chimiothérapeutiques (agents alkylants, inhibiteurs de
topoisomérase Il)
Race (hispanique)
*Facteur controversé. Adapté de (Colby-Graham, MF et Chordas, C 2003).
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de l’enfant (Krajinovic, M et al. 2001), soulignant encore une fois l’impact de la
génétique dans l’étiologie de cette maladie. Les études d’association, à la fois de
déterminants géniques à des facteurs environnementaux, nous apprendront
vraisemblablement beaucoup sur les causes de cette maladie.
1.3.4 Bases moléculaires de la LLA de l’enfant
Comme c’est le cas pour la plupart des cancers, la leucémie compte un
grand nombre d’anomalies génétiques et épigénétiques. Par contre, ce qui est
particulier aux leucémies, c’est qu’environ 80 % d’entre elles présentent des
aberrations chromosomiques détectables, incluant un nombre élevé de
translocations. Dans cette partie, nous allons traiter des plus fréquentes
anomalies rencontrées dans la LLA de l’enfant ainsi que de certains GST
classiques inactivés dans le cancer et de leur importance dans la leucémie de
l’enfant.
1.3.4.1 Anomalies chromosomiques de nombre
Les anomalies chromosomiques peuvent être divisées en deux classes, les
anomalies de nombre et celles de structure. Bien que les mécanismes
moléculaires de la pathogenèse de la leucémie impliquant ces anomalies sont
souvent largement inconnus, certaines ont tout de même une grande valeur
diagnostique et pronostique. C’est d’ailleurs le cas des anomalies
chromosomiques de nombre (tableau lv). L’hyperdiploïdie élevée (51-65
chromosomes) est observée dans approximativement 30 % des cas de LLA de
l’enfant et est associée à un bon pronostic avec 80 % des cas qui demeurent en
rémission plus de 5 ans après le diagnostic (Secker-Walker, LM et al. 1978;
Harrison, CJ 2001a). Le pronostic est d’autant meilleur si les leucémies de ce
groupe présentent une trisomie des chromosomes 4, 6, 10, 17 et 18 (Jackson, JE
et al. 1990; Harris, MB et al. 1992; Heerema, NA et al. 2000). Toutefois, la
présence du chromosome 5 en surnombre viendra assombrir le bon pronostic de
ce groupe (Heerema, NA et al. 2000). L’association entre le pronostic et les
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Tableau IV. Anomalies chromosomiques de nombre liées à la LLA de
l’enfant.
Nombre deGroupe Fréquence LLA (%)
chromosomes
Quasi-haploïde 23-29 <1
Hypodiploïde bas 30-44 <1
Hypodiploïde élevé 45 6
Pseudodiploïde 46 29
Hyperdiploïde bas 47-50 12
Hyperdiploïde élevé >50 32
Quasi-trïploïde 66-80 1
Quasi-tétraptoïde >80 1
Normal 46 18
Adapté de (Harrison, CJ 2001 b)
26
chromosomes surnuméraires suggère que certains chromosomes contiennent un
(des) oncogène(s) qui, par leur surnombre ou dose supplémentaire, influence la
progression de la maladie. Dans les hypodiploïdies, on retrouve essentiellement 2
groupes, les quasi-haploïdes, très rares et comptant 23 à 29 chromosomes, et les
autres (30-45 chromosomes), dont la majorité des cas possède 45 chromosomes
(Harnson, CJ 2001a). Le premier groupe est associé à un mauvais pronostic (Pui,
CH et al. 1987), alors que le second se situe plutôt à un niveau intermédiaire
(Heerema, NA et aI. 1999). De façon générale, le pronostic des hypodiploïdes
s’alourdit progressivement avec la diminution du nombre de chromosomes ou
lorsqu’une monosomie 7 est observée (Heerema, NA et aI. 1999).
1.3.4.2 Anomalies chromosomiques de structure
Les anomalies de structure, présentes dans environ 65% des cas de LLA de
l’enfant (Harrison, CJ 2000), comprennent tout type de réarrangement qui affecte
la stwcture des chromosomes et incluent les translocations, délétions,
amplifications et inversions. Les translocations et les inversions ont pour effet de
juxtaposer des éléments du génome qui ne sont normalement pas physiquement
liés. Ceci est susceptible d’entraîner deux principaux impacts: 1) des séquences
régulatrices, activant ou réprimant la transcription génique, peuvent être amenées
à proximité d’un oncogène ou d’un GST, résultant en une dérégulation de
l’expression du gène en question (figure 6A) ou 2) des séquences géniques
peuvent être juxtaposées et résulter en la formation d’un nouveau gène de fusion
entraînant l’expression d’une protéine chimérique nouvelle qui n’existe pas
normalement dans une cellule (figure 6B) (Harrison, CJ 2000). Les délétions
entraîneront la perte de matériel génétique et l’allèle des gènes qui sont liés à cet
élément perdu sera inactivé. Si un GST est lié à une région délétée, ceci
constituera un événement susceptible de contribuer au développement d’un
cancer. Si à l’opposé une région génomique est amplifiée et qu’elle contient un
proto-oncogène, une dose supplémentaire de ce gène pourrait être exprimée et
avoir des effets oncogéniques. Le tableau V présente les principales anomalies
chromosomiques de stwcture rencontrées dans la LLA. Dans les lignes qui
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Transiocation
Transiocation
Figure 6. Mécanismes d’activation oncogénique par translocation.
A) Lorsqu’un promoteur fort (vert pâle) est amené en 5’ d’un proto-oncogène
(rouge) par transiocation, l’expression de ce dernier est augmentée (changement
de + à ++++), ce qui promeut le cancer. Le proto-oncogène devient donc un
oncogène. B) Lorsqu’une translocation juxtapose les séquences d’un gène A à
celle d’un gène B et/ou l’inverse, il peut y avoir génération d’un (de) nouveau(x)
gène(s) de fusïon ou chimérique(s) qui peu(ven)t avoir des propriétés
oncogéniques.
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++++
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Proto-oncogène
[ Gène A
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Oncogène
Gène chimère BA
Gène B Gène chimère AB
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Tableau V. Anomalies
l’enfant.
Altération de structure
T(4;1 1)(q21 ;q23)
Autres 11q23
T(9;22)(q34;ql 1)
T(1;19)(q23;p13)
T(1 2;21 )(pl 3;q22)
8q24
Gènefs) implïqué(s)
MLL et AF4
MLL
BCRetABL
EA2 et PBX1
EW6 et AML1
MYC
Fréquence LLA (%)
J
2; $5#
2
3
25&
<1
*
chromosomiques de structure liées à la LLA de
14q32 IGH J
T(1;14)(p33;qlJ) 3
I 6-3O
TAU etTCRND
TALU TAU et SIL
T(1O;14)(q24;qll) HOX1I etTCRAD
T(7;IO)(q35;q24) TCRB et HOXJ 1
: fréquence spécifique aux LLA pré-B. *: fréquence spécifique aux LLA de type T.
#: fréquence spécifique aux LLA d’enfants moins de 1 an. TCRND: TCRA et
TCRD, tous deux sont situés au même locus. TALd : délétion d’environ 100 kb qui
juxtapose TAU à la région promotrice du gène SIL. Adapté de (Harrison, CJ
2001 b).
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suivent, nous présenterons quelques exemples de ces transiocations en illustrant
les mécanismes oncogéniques tels que nous les concevons à l’heure actuelle.
La translocation t(9;22)(q34;ql I), générant le chromosome de Philadelphie,
est caractéristique de la LMC chez l’adulte mais est tout de même rencontrée chez
environ 2-4% des cas de LLA de l’enfant (tableau V) (Harrison, CJ 2001b). Cette
transiocation entraîne la fusion des gènes BCR et ABL (tableau V). ABL est une
tyrosine kinase qui régule la structure du cytosquelette en transduisant des
signaux provenant de récepteurs de facteurs de croissance et d’adhésion (Ren, R
2005). BCR est une sérine/thréonine kinase aussi impliquée dans la signalisation.
Dans le cas de BCR-ABL, l’activité kinase de ABL augmentée et les domaines
fonctionnels supplémentaires amenés par BCR seraient responsables de l’activité
oncogénique de la protéine chimérique. BCR-ABL peut interagir et/ou
phosphoryler une multitude de protéines, ce qui résulteraït, entre autres, à une
activation de protéines comme RAS, P13K, AKT, JNK et kinases de la famille SRC
(Ren, R 2005). Ceci aurait pour effet de stimuler la croïssance, d’augmenter la
résistance à I’apoptose et d’affecter l’adhésion/migration cellulaire (Ren, R 2005).
BCR-ABL a la capacité de transformer plusieurs types de lignées cellulaires
comme des fibroblastes immortalisés ou des cellules hématopoïétiques (Ren, R
2005) et les souris transgéniques exprimant ce gène présentent des désordres
myéloprolifératifs ressemblants à la LMC en phase chronique (Pear, WS et al.
1998; Zhang, Xet Ren, R 1998; Li, S etal. 1999).
Le gène MLL est la cible de nombreux réarrangements dans les LLA de
l’enfant et ces réarrangements sont observés dans environ 85% des cas chez les
enfants de moins de I an (tableau V) (Harrison, CJ 2000). La présence de tels
réarrangements est associée à un mauvais pronostic (Heerema, NA et al. 1994).
La translocation t(4;11)(q21;q23) est l’événement le plus fréquent des
réarrangements affectant MLL (tableau V). Elle est principalement associée à un
immunophénotype pro-B et résulte en l’expression de la protéine de fusion MLL
AF4 (Pui, CH 1992). Le mécanisme oncogénique de cette protéine n’est pas
encore clair et fait l’objet de controverse en ce moment. II a été montré que le
cf knock-down» de MLL-AE4 par interférence à l’ARN (RNA1) dans des lignées
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cellulaires de LLA humaines entraîne une réduction de plusieurs phénotypes liés
au cancer soit une diminution de la prolifération, une diminution de la capacité de
formation de colonies, une induction de l’apoptose, l’apparition de marqueurs de
différentiation et une réduction de la mortalité et de la morbidité lorsque ces
cellules sont injectées dans des souris. Ces changements sont accompagnés
d’une réduction de l’expression de gènes HOX qui sont impliqués dans la
différentiation hématopoïétique et dont l’expression est régulée par le gène MLL
(Thomas, M et al. 2005).
La translocation t(8;14)(q24;q32) et celles qui s’y apparentent
fonctionnellement, t(2;8)(pl 3;q24) et t(8;22)(q24;ql 1), bien que typiquement
retrouvées dans les lymphomes de Eurkitt, sont aussi rencontrées dans environ 5
% de toutes les LLAs et sont associées au type B (tableau V). Dans ces
réarrangements, l’oncogène MYC, situé sur le chromosome 8, est juxtaposé aux
gènes de la chaîne lourde des immunoglobulines situées en 14q32, de la chaîne
légère kappa en 2p13 ou de la chaîne légère lambda en 22q11. Les régions
régulatrices des immunoglobulines sont amenées à proximité du proto-oncogène
MYC et provoquent sa sur-expression, entraînant ainsi une prolifération incontrôlée
(Harrison, CJ 2001 b). Le même type de translocations est retrouvé dans les LLA
de type T alors que les gènes HOX1 J, TAL1/2, LMO1/2 ou LYL1 deviennent sur-
exprimés suite à leur juxtaposition aux régions régulatrices des gènes de
récepteurs de cellules T (TCR) TCRND ou TCRB, localisés au niveau des
chromosomes I 4q1 I et 7q32-36, respectivement (tableau V) (Harrison, CJ 2001 b).
Ces gènes codent pour des TFs et leur sur-expression serait de nature
oncogénique (Ferrando, AA et Look, AT 2003).
La translocation t(12;21)(p13;q22) est la plus fréquemment observée dans
la LLA pré-B, avec 25% (tableau V) (Shurtleff, SA et al. 1995). La protéine de
fusion EW6-AMLI qui en découle sera décrite en détail à la section 1.5.6.
La délétion est l’un des mécanismes qui peuvent conduire à l’inactïvation de
GST. Donc, la caractérisation de régions présentant une telle délétion est une
stratégie qui est beaucoup utilisée pour découvrir de nouveaux GST. En
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cytogénétïque, des délétions au niveau des chromosomes 6q, 9p et 12p sont
observées dans environ 5-10% des cas de LLA (Baccichet, A et al. 1997). Ceci
est probablement une sous-estimation car les petites délétions (moins de 2Mb) ne
sont pas détectées par l’approche cytogénétique classique. La recherche de perte
d’hétérozygotie (LOH) par le typage de polymorphismes a permis de mettre en
évidence plusieurs délétions plus fines et de réduire des régions communes de
délétions, étape essentielle dans le processus de clonage positionnel (figure 7).
Notre laboratoire a identifié de telles régions délétées en génotypant le génome de
patients LLA (Baccichet, A et al. 1997). Cette étude fut en quelque sorte l’étape
initiale du présent projet. Pour le moment, mentionnons simplement que celle
étude a révélé des délétions récurrentes au niveau des chromosomes 6, 9, 12 et
17 (tableau VI). Notons que ces délétions présentent parfois des proportions
différentes selon que la LLA soit de type B ou T (tableau VI). Par exemple, la
délétion en 9p est observée dans 80 % des cas de type T comparativement à 17 %
pour le type B et les délétions en 6q et 9q sont essentiellement spécifiques au type
B (tableau VI).
1.34.3 Gènes suppresseurs de tumeur et oncogènes
Certains GST, comme RB et TP53, sont inactivés dans une grande
proportion des cancers. La recherche dans les leucémies d’altérations génétiques
affectant RB et TP53 a tout d’abord suggéré que ces derniers étaient fort peu
touchés comparativement aux cancers solides (Krug, U et al. 2002). Toutefois, la
situation s’est par la suite avérée être plus complexe. Dans le cas de RB, bien que
ce gène soit rarement délété dans les LLA (2 %), environ 47 % des cas présentent
une expression réduite de ce gène (tableau VII) (Krug, U et aI. 2002): On s’est
aussi rendu compte que bien qu’un gène considéré individuellement ne présentait
pas d’altération, d’un point de vue fonctionnel, des partenaires étaient pour leur
part souvent altérés, conduisant à l’inactivation de la (des) même(s) voie(s)
fonctionnelle(s). Ceci est bien illustré par l’exemple de TP53 qui présente une
mutation dans seulement 14 % des maladies hématologiques malignes
(Hernandez-Boussard, T et al. 1999) et dans 5 % des LLA (Gump, J et al. 2001)
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Figure 7. Détermination d’une région commune de délétion par la recherche
de perte d’hétérozygotie (10h).
Matrice illustrant le sommaire des résultats d’un génotypage fictif utilisée pour la
détermination d’une région commune de délétion. Des marqueurs polymorphiques
(A-G) sont génotypés à partir d’ADN génomique de LLA de patients (1-10) et
comparé à celui effectué sur de l’ADN génomique normal du même individu. Loh:
perte d’hétérozygotie; ÷: hétérozygotie du marqueur; ni: non-informatif dû à
I’homozygotie du matériel génomique normal. La région commune de délétion est
délimitée entre les deux lignes noires épaisses et chevauche les marqueurs B, C
et D (région en rouge).
loh
ni
Marqueurs
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Tableau VI. Perte d’hétérozygotie f LOH) dans les LIA de l’enfant.
LOH ou GST Proportion de Proportion LLA Fréquence LLA
LLA f%) type B f%) type T (%)
6p 10 8 20
6q 11 13 0
9p 29 17 80
9q 5 6 0
12p 32 35 20
17p 4 5 0
17q 5 7 0
Tiré de (Baccichet, A et al. 1997)
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Tableau VII. Fréquence dans la LLA de l’enfant d’altérations de GST et
d’oncogènes communément associés au cancer.
G . Fréquence(%)ene mecanisme Reference
Type B Type T
délétion 2& (Krug, U et aI. 2002)RB
I- expression 47e’ f Kwg, U et al. 2002)
délétion 28 68 (Zhou, M et al. 1997)
méthytation O (Wong, 1H et al. 2000)
(Iravani Met al.PI méthylation O O
1997)
délétion fCayuela, JM et al.
nd >80
mutation 1996)
délétion 28 68 (Zhou, M et al. 1997)
(Tsellou, E et al.
méthylation 13 46
Pi 5NK4B 2005)
méthylation 38 (Wong, 1H et aI. 2000)
(Iravani, M et al.
méthylation 41 47
1997)
(Roman-Gomez, J etP21 méthylation 41e’
aI. 2002)
mutation 5& (Krug, U et al. 2002)
TP53 mutation
14 (Krug, U et al. 2002)1- expression
(Gustafsson, B etMDM2 t expression 22
StaI, 0 1998)
(Perentesis, JP et al.RAS mutation 15
2004)
& : concerne les LLA de l’enfant et de l’adulte confondues. nd : non-déterminé
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(tableau VII). Cependant, MDM2, qui stimule la dégradation de la protéine p53, est
sur-exprimée dans 22% des LLA de l’enfant, ce qui résulte en une réduction nette
de p53 (tableau VII) (Gustafsson, B et Stal, 0 1998). De même, p14, un gène
situé au locus pi 6’4Ip1 5INK4B sur le chromosome 9p et qui inhibe l’activîté de
MDM2, est inactivé par presque toutes les altérations génétiques touchant les
gènes 16INK4 et 15INK4B (Calero Moreno, TM et al. 2002). P21, un inhibiteur de
complexes cycline-CDK dont l’expression est activée par p53, voit son expression
réduite par méthylation de son promoteur dans 41% des leucémies de l’enfant
(tableau Vil) (Roman-Gomez, J et al. 2002). Dans le cas de RB, en plus de la
réduction de l’expression mentionnée ci-haut, d’autres acteurs intervenant dans le
point de contrôle en G1, soit p16INK4 et 154B, sont fréquemment inactivés dans
la LLA de l’enfant, principalement par délétion ou méthylation, entraînant ainsi une
inactivation de RB par une augmentation de sa phosphorylation (tableau VII)
(Zhou, M et al. 1997; Wong, 1H et al. 2000; Tsellou, E et al. 2005). Certains proto
oncogènes, tels RAS et MYC, sont également fréquemment activés (mutés) dans
les cancers. D’ailleurs, la sur-expression de MYC est un événement observé dans
les LLA (tableau V). Pour ce qui est de RAS, on a récemment montré qu’il est
muté dans environ 15 % des LLA (tableau VII) (Perentesis, JP et al. 2004).
1.4 Délétions du locus I2p12-13 dans la LLA
Des délétions hémizygotes au locus 12p12-13 sont observées dans
plusieurs néoplasies hématologiques de types lymphoïde et myéloïde (Berger, R et
al. 1986; Raimondi, SC et al. 1986; Chan, LC et al. 1992). Dans la LLA de l’enfant,
environ 32% des cas présentent une délétion dans cette région (Baccichet, A et al.
1997). lI est à noter que des délétions dans la région ont aussi été rapportées
dans plusieurs tumeurs solides, soit le cancer de l’ovaire, de la prostate, du sein,
du poumon, de l’endométrium et du col de l’utérus (Takeuchi, S et al. 1996; Hatta,
Y et al. 1997; Aissani, B et al. 1999; Kibel, AS et al. 1999). Les délétions
récurrentes sont souvent l’indication de l’inactivation d’un GST situé dans la région
(Knudson, AG, Jr. 1971). Les mécanismes d’inactivation peuvent être divers.
D’une part, il y a la délétion de l’un des deux allèles, et d’autre part, l’allèle résîduel
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doit subir un autre événement inactivant: 1) un réarrangement altérant l’intégrité
du gène; 2) des mutations conduisant à une perte de fonction de la protéine
produite ou 3) une réduction ou perte d’expression de l’expression génique par
méthylation du promoteur ou par tout autre mécanisme épigénétique relié à la
régulation génique. L’identification d’un GST passe donc par la mise en évidence
qu’il y a inactivation de l’allèle résiduel d’un gène dans la région par l’un ou l’autre
de ces mécanismes. Bien que cette règle s’applique à la plupart des GST, il faut
tout de même considérer le phénomène d’haplo-insuffisance, c’est-à-dire que
lorsqu’un seul des deux allèles est inactivé, la dose de l’allèle actif est insuffisante
pour maintenir une activité « normale » et ainsi prévenir un effet oncogénique
(revue dans (Santarosa, M et Ashworth, A 2004).
Dans le but d’identifier un GST candidat sur le chromosome 12p12-13, des cartes
génétiques et physiques ont été construites afin de mieux caractériser la région
critique de 750 kb (figure 8) (Aissani, B et Sinnett, D 1999; Baens, M et al. 1999).
Au moment de publier notre étude sur la caractérisation des transcrits de la région
(Montpetit, A et al. 2002), présentée dans la partie (f Résultats », 4 gènes étaient
connus dans l’intervalle critique, soit ETV6, BCL-G, LRP6 et MKP7 (figure 8)
(Baens, M et al. 1999; Guo, B et al. 2001; Masuda, K et al. 2001; Tanoue, T et al.
2001), tous des candidats GST de par leur localisation. EW6 est un facteur de
transcription de la famille ETS que nous aborderons en détail à la prochaine
section (section 1.5). BCL-G code pour deux isoformes, une longue, BCL-GL et
une courte, BCL-G5, qui possèdent toutes deux une activité pro-apoptotique (Guo,
B et al. 2001). Ce gène est donc un candidat intéressant puisque son inactivation
serait susceptible d’entraîner une résistance à l’apoptose. LRP6 (LDL-receptor
related protein) agit comme co-récepteur pour la signalisation de WNT par le
récepteur frizzled (Pinson, KI et al. 2000; Tamai, K et al. 2000; Wehrli, M et al.
2000). L’activation de cette voie résulte en la stabilisation de l’oncogène f
caténine qui active le facteur de transcription TCF/LEF. La sur-expression de
LRP6 dans des cellules en culture conduit à une augmentation de l’activité de
cette voie et résulte en une augmentation de la croissance, de la capacité de
former des colonies en agar mou et de la capacité à former des tumeurs dans des
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souris ainsi qu’à une résistance à l’apoptose (Li, Y et al. 2004; Wang, X et al.
2004). LRP6 ne semble donc pas être un bon candidat suppresseur de tumeur.
MKP7 est une phosphatase de « mitogen-activated protein kinases» (MAPK). La
phosphorylation des MAPK par des kinases de MAPK (MAPKK) les active alors
que la déphosphorylation par des phosphatases de MAPK (MKP) les inhibe. Bien
que MKP7 puisse lier les MAPK JNK, p38 et ERK, son activité de régulation est
surtout observée au niveau de JNK, une MAPK activée principalement par des
stimuli de stress (Masuda, K et al. 2001). JNK régule la croissance cellulaire, la
différentiation et l’apoptose. Les effets qui résultent de son activation sont très
divers et dépendent grandement du contexte. Une activation constitutive des
MAPK est souvent associée à la transformation oncogénique (Antonyak, MA et al.
1998; Lewis, TS et al. 1998). MKP7 est donc un candidat suppresseur de tumeur
intéressant. À cet effet, il a été rapporté que MKP7 inhibe la croissance de la
lignée Rat.1 transformée avec BCR-ABL, réduit sa capacité à former de grandes
colonies en agar mou et lorsque ces cellules sont injectées dans des souris, on
observe une réduction de la masse moyenne des tumeurs (Hoornaert, I et al.
2003).
De nombreuses évidences suggèrent que EW6 serait le ou l’un des GST
parmi les gènes de la région critique en 12p12-13. C’est pourquoi nous avons
décidé de concentrer nos efforts sur EW6 pour la suite de notre étude.
1.5 EW6
1.5.1 Famille ETS
Tel que mentionné précédemment, EW6 est un IF de la famille ETS.
Faisons donc d’abord une brève description de cette famille. Les ETS comptent
approximativement 30 membres qui présentent tous un domaine ETS homologue
qui leur permet de lier l’ADN au niveau du consensus GGAA/T f Oikawa, T 2004).
Un certain nombre d’entre eux, comme c’est le cas de ETS-1, ETS-2, ERG, FLII,
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GARPŒ, Yan et ESE, présentent également un domaïne appelé « pointed » fPNT)
(Laudet, V et al. 1999). La plupart de ces TE sont activateurs de transcription mais
quelques-uns d’entre eux sont répresseurs, dont ERF, Yan, ETV6 et NET
(Sementchenko, VI et Watson, DK 2000). Il est important de noter que certains
ETS peuvent agir à la fois comme activateur et répresseur, selon le contexte. FLI1
peut par exemple agir comme activateur pour le gène TN-C (Shirasaki, F et al.
1999) alors qu’il est plutôt répresseur pour Rb (Tamir, A et aI. 1999). Les TE ETS
sont impliqués dans des fonctions extrêmement diverses incluant la croïssance
cellulaire, I’apoptose, la différentiation hématopoïétique, l’angiogenèse et la
régulation de l’adhésion cellulaire et de la matrice extra-cellulaire (Oikawa, T
2004). Certains gènes, qui sont particulièrement intéressant dû à leur association
au cancer, sont régulés par des ETS (tableau VIII). Mentionnons également que
certains TE de cette famille sont impliqués dans l’hématopoïèse, dont PU.1, FLII,
Spi-E et ETS-1 (figure 9) (Eartel, F0 et aL 2000).
Les TE de la famille ETS peuvent être divisés en différentes sous-familles,
selon leur degré d’homologie (figure 10) (Laudet, V et aI. 1999). La protéine la
plus proche de EW6, sans toutefois être considérée comme son orihologue, est
Yan, un gène de la drosophile (figure 10) (Laudet, V et aI. 1999). Yan a d’abord
été identifié comme étant un régulateur négatif de la différentiation du
photorécepteur neuronal R7 durant le développement de l’oeil de la drosophile
(Mavrothalassitis, G et Ghysdael, J 2000). On a ensuite montré qu’il inhibe la
différentiation de plusieurs autres processus durant le développement (Rebay, I et
Rubin, GM 1995). Yan se situe en aval et régule négativement les voies de
Sevenless, FGF et EGF (Mavrothalassitis, G et Ghysdael, J 2000). Les mutants
hypomorphiques de Yan entraînent le développement de photorécepteurs R7
surnuméraires alors que les mutants plus actifs empêchent la différentiation
neuronale et du mésoderme (Rebay, I et Rubin, GM 1995; Lai, ZC et al. 1997).
Dans d’autres systèmes expérimentaux, Yan empêche l’entrée dans le cycle
cellulaire en l’absence de signaux appropriés (Rogge, R et aI. 1995). L’activité de
Yan est régulée par relocalisation dans la cellule. En l’absence de signal de
MAPK, Yan serait retrouvé dans le noyau. Lorsque certains récepteurs tyrosine
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Tableau VIII. Exemples de gènes associés au cancer qui sont ciblés par des
facteurs ETS.
Gène ETS régulateur Catégorie fonctionnelle
cible
VEGFRI ETS-1, ETS-2, ERG RTK, Croissance cellulaire
HER2 ETS-1, PEA3 RTK, Croissance cellulaire
M-CSFR ETS-1, ETS-2, PU.1, RTK, Croissance cellulaire
EW6
c-FOS Net Régulateur cycle cellulaire
ERG-1 Net Régulateur cycle cellulaire
c-MYC FLIJ Régulateur cycle cellulaire
BCL-XL EW6 Apoptose
REL ETS-1 Apoptose
MMP3 EGR, ETS-1, ETS-2, EW6 Matrice extracellulaire/adhesion
cellulaire
MMPZ PEA3, ETS-1 Matrice extracellulaire/adhesion
cellulaire
Inspiré de (Oikawa, T 2004)
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Figure 9. Facteurs de transcription de la famille ETS impliqués dans la
différentiation hématopoïétique.
Schéma présentant les voies de différentiation hématopoïétique et les principaux
intermédiaires. Les IF ETS impliqués dans la différentiation d’un intermédiaire
vers un autre sont indiqués à l’étape concernée. Flèches pleines: le IF est
indipensable pour le développement; flèches pointillées: le IF affecte la fonction
ou le nombre de cellules; *: implication du IF controversée. Réimprimé avec la
permission de Macmillan Publishers Ltd: Oncogene (Bartel, F0 et aI. 2000),
copyright (2000).
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phylogénétique. Les chiffres indiquent les valeurs de l’analyse bootstrap.
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permission de Macmïllan Publishers Ltd: Oncogene (Laudet, V et al. 1999),
copyright (1999).
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kinase (RTK) sont activés, Yan serait phosphorylé par une MAPK et relocalisé au
cytoplasme où il serait dégradé (Klambt, C 1993; Scholz, H et al. 1993).
1.5.1 Structure génique et protéique
ETS variant 6 (ETV6), également connu sous le nom de « translocation ETS
leukemia (TEL) est un facteur de transcription (TE) de la famille ETS. Son gène
s’étend sur un peu plus de 240 kb et comporte 8 exons (Baens, M et al. 1996). Six
ARNm ont été caractérisés, TEL-a-f (Sasaki, K et al. 2004). Sa protéine compte
deux principaux domaines d’homologie, le domaine B/Pointed (PNT)/HLH/SAM en
N-terminal et le domaine d’homologie ETS en C-terminal, qui est partagé par tous
les membres de la famille (figure 11). Contrairement à ETS1 et ERG2, le domaine
pointed de EW6 lui permet une interaction homotypique (Jousset, C et al. 1997)
ainsi qu’une interaction hétérotypique avec FLII (Kwiatkowski, BA et al. 1998) ou
TELBITEL2 (Poirel, H et al. 2000). Tel qu’observé pour les domaines ETS des
autres TF de cette famille, celui de EW6 lui permet sa liaison à l’ADN via le
consensus GGANT et est responsable de sa localisation nucléaire (Poirel, H et al.
1997). Entre ces deux domaines, on retrouve ce qu’il est convenu d’appeler le
«domaine central)> qui ne présente aucune homologie particulière et qui sert à la
liaison de certains co-facteurs (figure 11). ETV6 comporte deux sites d’initiation de
la traduction, un premier au codon méthionine I (Ml) et un second au codon 43
(M43) (figure 11) (Poirel, H et al. 1997). La protéine est exprimée dans
virtuellement tous les tissus (Poirel, H et al. 1997; Wang, LC et al. 1997). On la
détecte principalement sous la forme de 4 bandes, soit 50 et 57 kDa ainsi que leur
forme apparentée phosphorylée 52 et 60 kDa (Poirel, H et al. 1997).
1.5.2 Activité transcriptionnelle
EW6 est connu comme étant un répresseur de transcription (Chakrabarti,
SR et Nucifora, G 1999; Fenrick, R et al. 1999; Lopez, RG et aL 1999). La
répression peut être assurée par le recrutement des co-facteurs répresseurs
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SMRT (Chakrabarti, SR et Nucifora, G 1999), NcoR (Guidez, F et ai 2000; Wang,
L et Hiebert, SW 2001) et HDAC3 (Wang, L et Hiebert, SW 2001; Kuwata, T et al.
2002) via le domaine central et mSin3A via le domaine PNT (Chakrabarti, SR et
Nucifora, G 1999; Fenrick, R et aL 1999; Wang, L et Hiebert, SW 2001)(figure 11).
Malgré le fait.que l’interaction de mSin3A soit ciblée au domaine d’oligoménsation
PNT, celle-ci ne dépend pas de I’oligomérisation de ETV6 (Fennck, R et al. 1999).
L(3)MBT est un membre de la famille des protéines du groupe polycomb (PcG) qui
sont connues pour exercer une répression stable ne dépendant pas d’une activité
désacétylase. Cette protéine lie aussi EW6 au niveau de son domaine PNT
(figure 11) et augmente son activité de répresseur, notamment au niveau du
promoteur de MMP3/stromelysin, une des rares cibles bien établies de EW6
(Boccuni, P et al. 2003). EW6 peu aussi lier l’histone acétylase Tip6O par sa
partie C-terminale incluant le domaine ETS (figure 11) (Nordentoft, I et Jorgensen,
P 2003). Bien que l’activité de T1p60 soit généralement associée à une activation
de la transcription, lorsqu’il est partenaire de ETV6, il semble qu’il agisse comme
co-répresseur de celui-ci (Nordentoft, I et Jorgensen, P 2003).
Malgré le fait que l’activité de ETV6 comme répresseur soit bien établie, peu
de cibles transcriptionnelles de ETV6 sont connues à ce jour. On sait que les
gènes GPIb (Kwiatkowski, BA et al. 1998), GPIX (Kwiatkowski, BA et al. 1998),
MMP3/stromelysin (Fenrick, R et aI. 2000), MCSFR (Fears, S et al. 1997), BCL-XL
(Irvin, BJ et al. 2003), Collai et SLPI (Van Rompaey, L et al. 1999) sont modulés
à la baisse par ETV6 alors que Smad5, Col3ai, CD44 et fibronectin sont régulés à
la hausse (Van Rompaey, L et al. 1999). Une douzaine de gènes ont été identifiés
dans une étude utilisant des microarrays comme étant modulés par EW6 et deux
gènes parmi ceux-ci ont fait l’objet d’une validation par « real-time » RT-PCR, soit
RHOG et D4-GDI (Sakurai, T et al. 2003). Cependant à l’heure actuelle, les seuls
gènes que l’on sait être des cibles directes de EW6 de par sa liaison à leur
promoteur sont MMP3 (Fenrick, R et al. 2000) et BCL-XL (Irvin, BJ et al. 2003).
1.5.3 Régulation de EW6
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Presque rien n’est connu sur la régulation transcriptionnelle de ETV6. On
sait seulement que l’abondance de son ARNm est régulée à la hausse par
l’expression de STAT3 (Schick, N et al. 2004). Cette activation semble mener à
une boucle de rétroaction négative puisque EW6 peut lier STAT3 et înhiber son
activité. La répression de STAI3 exercée par ETV6 dépend du domaine PNT et
d’une activité désacétylase mais est toutefois indépendante du domaine ETS et
donc présumément de la liaison à l’ADN.
On en sait un peu plus sur sa régulation post-transcriptionnelle de EW6. Il
est connu que EW6 peut être phosphorylé (Poïrel, H et al. 1997) et que cette
modification régule son activité. Lorsque la MAPK p38 est activée par différents
stress, par exemple suite à une exposition à des rayons ultra-violets de type C ou
à une solution saline hypertonique, elle lie EW6, la phosphoryle au niveau de la
sérine 257 et inhibe son activité comme répresseur transcriptionnel tArai, H et al.
2002). Mentionnons que JNK, une autre MAPK régulée par des stress, ne
présente pas la même activité envers EW6 (Arai, H et al. 2002). Une autre
kinase, v-SRC, entraîne la relocalisation de ETV6-Ml du noyau au cytoplasme
dans des NIH 313 mais pas celle de EW6-M43 (Lopez, RG et al. 2003). La
recherche du site potentiel de phosphorylation dans les 42 premiers acides aminés
par mutations ponctuelles de tyrosines, sérines et thréonines a mené à la
conclusion qu’aucun site phosphorylable n’était nécessaire à la relocalisation de
ETV6 (Lopez, RG et al. 2003). Ceci indique que l’action de v-SRC ne semble pas
être médiée par la phosphorylation directe de ETV6 mais par un mécanisme
alternatif encore inconnu. Fonctionnellement, seulement la forme ETV6-M43 est
capable d’inhiber la transformation par v-SRC, suggérant qu’une inhibition de
l’activité de ETV6 par la relocalisation du noyau au cytoplasme est nécessaire pour
cette transformation, du moins dans les NIH 3T3 (Lopez, RG et al. 2003). lI est
intéressant de mentionner ici que la transformation par SRC dépend de l’activité de
STAT3 et que, comme nous l’avons mentionné ci-haut, EW6 peut réprimer son
activité (Schick, N et al. 2004).
EW6 peut aussi être régulé par sumoylation, c’est-à-dire qu’une protéine
appelée SUMO-1 lui est conjuguée de façon covalente (Chakrabarti, SR et al.
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2000). Cette modification se fait au niveau de la lysine 99 de EW6 (figure 11)
(Chakrabartï, SR et al. 2000) et induit la relocalisation de EW6 dans des corps
nucléaires (Chakrabarti, SR et al. 2000) ou dans le cytoplasme (lrvin, BJ et al.
2003). Les deux types de relocalisation pourraient se faire différentiellement selon
le type cellulaire puisque celle dans les corps nucléaires a été observée dans des
cellules 293 alors que celle dans le cytoplasme l’a été dans la lignée NIH 3T3. Il a
été montré que EW6 peut lier l’enzyme de conjugaison de l’ubiquitine UBC9, que
cette liaison n’entraînait pas la dégradation de EW6 mais plutôt une inhibition de
l’activité de répression de ce dernier (Chakrabarti, SR et al. 1999). Puisque UBC9
peut conjuguer SUMO-1 à différentes protéines (Desterro, JM et al. 1997), on croit
qu’elle serait l’enzyme responsable de la conjugaison de SUMO-1 à EW6.
Différentes isoformes de ETV6 semblent pouvoir réguler l’activité de la
protéine EW6 pleine longueur (TEL-a). L’isoforme appelée TEL-f, qui ne possède
pas les exons 6 et 7 et donc qui n’a plus de domaine ETS, a été caractérisée et
agit comme dominant négatif de TEL-a. TEL-f ne lie pas l’ADN, est localisé dans
le cytoplasme et séquestre TEL-a partiellement dans le cytoplasme, ce qui
contribue vraisemblablement à l’inhibition de l’activité de TEL-a observée en co
transfection. De plus, TEL-f inhibe la différentiation de la lignée érythroleucémique
MEL médiée par TEL-a (Sasaki, K et al. 2004).
1.5.4 Fonctïon de EW6
On connaît encore assez peu de choses concernant les processus
biologiques dans lesquels ETV6 est impliqué. Les souris mutantes hétérozygotes
meurent autour du jour Eh et présentent un défaut d’angiogenèse dans le sac
vitellin et un excès d’apoptose dans les cellules mésenchymateuses et nerveuses
(Wang, LC et al. 1997). En accord avec cette étude, un rôle pour ETV6 dans
l’angiogenèse est aussi appuyé par le fait que lorsque EW6 est sur-exprimé dans
des NIH3T3-UCLA, on observe la formation d’agrégats qui forment des
prolongements creux (lumière) que les auteurs croient s’apparenter à la formation
physiologique de vaisseaux (Van Rompaey, L et al. 2002). Lorsque des souris
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mutantes chimériques sont produites, bien que l’hématopoïèse soit normale dans
le placenta et le foie foetal, aucune cellule mutante homozygote n’est détectée
après la naissance dans la moélle osseuse (Wang, LC et al. 1998). Ceci est
vraisemblablement dû au fait que ETV6 est essentiel à la survie des cellules
souches hématopoïétiques adultes (Hock, H et al. 2004). Cette dernière étude
montre également que lorsque EW6 est inactivé spécifiquement dans différentes
cellules hématopoïétiques déjà engagées dans une voie de différentiation
lymphoïde ou myéloïde, l’action de EW6 est accessoire, sauf lors de la
différentiation mégacaryocytique (Hock, H et al. 2004). En apparente contradiction
avec cette étude, il a été montré que EW6 inhibe la différentiation
mégacaryocytique de la lignée de leucémie myéloïde K562 induite par FLII
(Kwiatkowski, BA et aI. 2000), ainsi que la transactivation de marqueurs de
différentiations mégacaryocytiques comme GPI b et GPIX par FLII (Kwiatkowski,
BA et aI. 1998). EW6 peut par contre accélérer la différentiation érythropoïétique
de la lignée érythroleucémique MEL induite par un traitement avec du HMBA ou du
DMSO alors qu’une forme ETV6 n’ayant plus le domaine PNT (comme c’est le cas
de l’isoforme TEL-e (Sasaki, K et al. 2004)) bloque cette différentiation (Waga, K et
al. 2003).
1.5.5 EW6 comme suppresseur de tumeur
Plusieurs évidences fonctionnelles suggèrent que EW6 est un GST
puisqu’il inhibe plusieurs phénotypes tumoraux (voir section 1.2.3). Dans des
fibroblastes embryonnaires de souris (MEF), EW6 ralentit la croissance et
provoque un arrêt en GOIGI (Rompaey, LV et al. 2000). Lorsque la lignée NIH
3T3 est transformée avec Ras, EW6 inhibe la croissance (Fenrick, R et al. 2000),
induit l’apoptose (lrvin, BJ et al. 2003), réduit la capacité de former des colonies en
agar mou (Fennck, R et al. 2000; Rompaey, LV et al. 2000) et réduit la croissance
tumorale lorsque ces cellules sont injectées dans des souris (Rompaey, LV et al.
2000). Dans la lignée de leucémie myéloïde K562, la sur-expression de ETV6
retarde également la croissance (Sakurai, T et al. 2003). La perte de EW6
pourrait entraîner un blocage dans la dîfférentiation hématopoïétique tel que le
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suggère l’étude montrant que EW6 accélère la différentiation érythroïde dont nous
avons parlé au paragraphe précédent (Waga, K et al. 2003). Par contre, aucune
donnée n’est disponible pour avancer une telle hypothèse dans le cas de la
différentiation lymphoïde.
Il est connu que certains TF de la famille ETS peuvent agir comme
oncogène. D’ailleurs, comme son nom l’indique, E26 transformation-specific
sequence (ETS) a été donné aux premiers gènes ETS, c-est-1 et c-ets-2,
transduits par des rétrovirus causant le développement de leucémies (revue dans
(Blair, DG et Athanasiou, M 2000)). Le gène FLIJ est un site commun d’intégration
rétroviral par le virus de Friend, entraînant sa sur-expression et le développement
de la leucémie érythropoïétique de Friend (Ben-David, Y et al. 1991). La sur-
expression de FLII empêcherait la différentiation terminale et favoriserait l’auto-
renouvellement (Pereira, R et al. 1999). Au niveau moléculaire, FLII régule à la
baisse pRb (Tamir, A et al. 1999), qui contrôle la progression du cycle cellulaire, et
à la hausse Bd-2 et inhibite l’apoptose (Pereira, R et al. 1999). Un autre exemple
classique est celui du gène spi-1/PU.J qui est aussi la cible d’insertion du virus
« Spleen focus forming » (SFFV), une forme défective en réplication du virus de
Friend. Celle insertion entraîne sa sur-expression et le développement de
leucémies (Moreau-Gachelin, F et al. 1988). Hypothétiquement, ETV6 pourrait
entrer en compétition avec un de ces TF oncogènes pour la liaison au consensus
ETS sur l’ADN et ainsi antagoniser son effet. Bien que ce mécanisme
oncogénique ne soit encore appuyé par aucune étude concernant la LLA, on sait
que EW6 peut antagoniser FLII en s’y liant et probablement en recwtant des co
fateurs de répressions qui viennent contrer la trans-activation de cibles de FLII
(Kwiatkowski, BA et al. 1998; Kwiatkowski, BA et al. 2000).
1.5.6 Translocation t(i 2;21 )(pi 3;q22)
La délétion hémizygote observée au niveau du locus 12p12-l3, et qui
inactive l’un des deux allèles de EW6, est très étroitement liée à la transiocation
t(12;21)(p13;q22) (Cave, H et al. 1997), qui résulte en la protéine de fusion EW6-
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AMLJ. Cette transiocation est observée spécifiquement dans environ 25 % des
LLA de type pré-B, ce qui en fait la transiocation la plus fréquente de ce type de
leucémie (Shurtleff, SA et al. 1995). Ce produit de fusion est composé des 5
premiers exons de EW6 (Golub, TR et al. 1995; Wiemels, JL et Greaves, M 1999)
qui encodent les domaines PNT et central mais qui excluent le domaine ETS, et
généralement de tout le gène AMLJ sauf le premier exon (figure 12) (Thandla, SP
et al. 1999; Wiemels, JL et Greaves, M 1999; Wiemels, JL et aL 2000). 11 en
résulte une protéine capable potentiellement d’interagir avec les partenaires de
EW6 via le domaine PNT, dont EW6 (McLean, TW et al. 1996), capable de
recruter des co-répresseurs de transcription par les domaines PNT et central mais
qui a le pouvoir de lier les cibles de AML1 et non plus celles de EW6. À cet effet,
il a été montré que EW6-AML1 peut antagoniser la transactivation de AMLI via
les séquences régulatrices des gènes TCR (Hiebert, SW et al. 1996), 1L3
(Uchida, H et al. 1999) et MCSFR (Fears, S et al. 1997). EW6-AMLJ peut
également contrer la répression transcriptionnelle exercée par ETV6 au niveau du
promoteur de la MMP3!stromélysine (Gunji, H et al. 2004) mais ETV6 ne peut
contrer celle de EW6-AML1 au niveau de celui de TCR3 (Hiebert, SW et al. 1996).
D’un point de vue fonctionnel, il peut aussi empêcher ETV6 d’inhiber la formation
de colonies en agar mou ainsi que diminuer la capacité de AMLI de former de
telles colonies (Gunji, H et al. 2004). Cependant, plusieurs évidences suggèrent
que ETV6-AMLI à elle seule ne suffit pas pour induire une leucémie. Les
oncogènes de cellules hématopoïétiques, par exemple ETV6-JAK et BCR-ABL, ont
souvent pour effet de rendre des lignées cellulaires hématopoïétiques
indépendantes à certaines cytokines pour leur survie. li a été montré que ETV6-
AML1 ne rend pas les lignées cellulaires BaIF3 ni les 32D indépendantes à I’1L3, ni
les cellules 32Dcl.3 à I’lLZ (Andreasson, P et al. 2001). De même, les souris
transgéniques exprimant EW6-AML1 dans les lignées lymphoïdes ne développent
pas de problèmes hématologiques, suggérant que EW6-AMLI seul ne suffit pas
pour développer une leucémie (Andreasson, P et al. 2001). Tout récemment, une
étude utilisant un modèle de transplantation de cellules souches hématopoïétiques
transduites avec EW6-AML1 montre que cette protéine chimérique induit une
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Figure 12. Structure protéique de ETV6-AMLJ.
La translocation t(12;21) fusionne les gènes ETV6 et AML1, ce qui résulte en
l’expression de la protéine chimérique ETV6-AMLY. Cette protéine est composée
des domaines PNT et central de ETV6 que l’on retrouve en fusion avec presque
toute la protéine AMLJ. PNT: domaine pointed; ETS: domaine ETS; RUNT:
domaine de liaison à l’ADN de AMLY; TA : domaine de trans-activation de AML1.
I
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accumulation de cellules B immatures, principalement de pro-B, alors que les
cellules B matures transduites sont présentes en moindre proportion (Isuzuki, S et
al. 2004; Fischer, M et al. 2005). On ne parle pas ici d’un blocage dans la
différentiation et les souris ne développent pas de leucémies (Fischer, M et al.
2005). De plus, chez l’humain, on détecte ETV6-AML1 dans environ I % de la
population générale dans le sang de cordon, ce qui est 100 fois supérieur au
risque de développer une leucémie présentant cette translocation (Mon, H et al.
2002). D’autres événements génétiques ou épignétiques semblent devoir survenir
pour que EW6-AMLI puisse induire le développement de la leucémie. À cet effet,
un autre groupe a montré que lorsque des cellules de moêlle osseuse sont
transplantées et que celles-ci expriment non seulement EW6-AML1 mais sont
aussi mutantes pour les gènes pi 61NK4 et pi 9ARF on observe le développement
des leucémies, bien que ceci ne survienne pas dans tous les cas (Bernardin, F et
al. 2002). La délétion de l’allèle résiduel de EW6 pourrait constituer un
événement critique secondaire à la translocation t(12;21). Puisque EW6 peut
interagir avec EW6-AML1, il est possible qu’une éventuelle action oncogénique
exercée par EW6-AML1 puisse être inhibée par la présence de ETV6 mais que
lorsque le gène de celui-ci est délété, ETV6-AML1 puisse agir librement. Une
seule expérience a été faite en ce sens par un essai luciférase couplé à une
séquence régulatrice de TCRf3 en amont et EW6 n’a montré aucun impact sur la
capacité d’empêcher EW6-AMLI d’exercer son effet inhibiteur (Hiebert, SW et al.
1996), rendant moins probable cette dernière hypothèse. Néanmoins, il est tout de
même possible que la combinaison des deux événements puisse favoriser le
développement de la leucémie ou constituer un avantage au phénotype tumoral.
Une étude parue récemment abonde en ce sens, décrivant le cas d’une jeune
femme ayant développé une leucémie arborant ETV6-AML1 à 6 ans chez qui on a
diagnostiqué une récidive 12 ans plus tard au niveau d’un ovaire. Les cellules
tumorales retrouvées dans l’ovaire étaient reliées clonalement à celles de la
leucémie d’origine et présentaient la même translocation t(12;2i). Alors que dans
la leucémie primaire l’allèle résiduel de ETV6 était intact, les cellules tumorales de
la rechute en affichaient la perte (Ly-Sunnaram, B et al. 2005). Notons également
que, contrairement à la translocation t(12;21) seule, la combinaison avec la perte
de EW6 n’a jamais été rapportée dans des cellules saines.
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La transiocation t(12;21)(p13;q22) est réciproque et donc, non seulement le
gène chimérique EW6-AMLJ est généré mais AML1-ETV6 l’est aussi (figure 12).
Contrairement à l’ARNm de EW6-AMLI qui est exprimé dans tous les cas
présentant la transiocation t(12;21)(p13;q22), celui de AML1-EW6 est exprimé
dans 58% à 86% des cas (Kim, DH etal. 1996; Nakao, M etaL 1996; Raynaud, S
et ai 1996; Stams, WA et al. 2005). Au niveau protéique, AMLI-EW6 ne serait
exprimé que dans 3/8 (38 %) des cas (Poirel, H et al. 1998). Le fait que,
contrairement à ETV6-AMLI, AMLI-ETV6 ne soit pas exprimé dans tous les cas
présentant la translocation a fait dire à plusieurs groupes que le produit de ce gène
n’apporte probablement pas une contribution majeure à la pathogenèse des LLA et
a provoqué un désintérêt général, tel que le montre le nombre d’articles publiés
récemment dans la littérature. AMLI-EW6 possède quelques acides aminés de
AMLI et le domaine ETS de EW6 (figure 12). Cette structure suggère donc que
AML1-EW6 pourrait potentiellement compétitionner avec ETV6 pour la liaison du
promoteur des cibles de ce dernier. Dans la réalité, il n’est toujours pas connu si
une telle compétition est effective.
1.6 Hypothèse et objectifs
Nous posons l’hypothèse que la région commune de délétion au locus
12p12-13 contient un GST qui contribue au développement et/ou à la progression
de la leucémie, lorsqu’inactivé. L’objectif général du travail décrit dans cette thèse
était d’identifier un (des) gène(s) inactivé(s) au niveau du locus 12p12-13 dans les
LLA pré-E présentant une délétion et de caractériser le produit de ce gène afin de
mieux connaître l’impact de son absence dans la maladie. Pour ce faire, nous
avons poursuivi les objectifs spécifiques suivants: 1) caractériser de nouveaux
transcrits de la région communément délétée; 2) rechercher des mutations
somatiques dans la séquence codante de ces gènes dans des LLA de patients; 3)
déterminer leur niveau d’expression dans des LLA de patients; 4) identifier des
gènes modulés par EW6, le gène jugé meilleur candidat GST, dans un modèle
cellulaire inductible; 5) identifier des sites de liaison potentiels de EW6 dans les
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régions régulatrices de gènes modulés par EW6; 6) déterminer si l’expression des
gènes modulés dans le modèle cellulaire corrèle avec celle de EW6 dans les LLA
pré-B et 7) étudier les corrélations possibles entre la co-modulation de l’expression
génique et la fonction, la similarité de séquence dans les promoteurs ou la
similarité de sites de liaison conservés dans les promoteurs. L’identification d’un
GST au locus 12p12-13 et la caractérisation de sa fonction constituent un pas
supplémentaire dans la compréhension de cette anomalie génétique fréquente et
augmenteront éventuellement notre capacité à agir pour prévenir et/ou combattre
la leucémie de l’enfant.
CHAPITRE 2 : MATÉRIEL, MÉTHODES ET RÉSULTATS
2.1 Carte de transcrits détaillée de la région communément
délétée dans les LLA
Introduction à l’article
Environ 30 % des enfants atteints de leucémie lymphoblastique aiguè
présentent une délétion au niveau du locus chromosomique 12p12-13, ce qui
suggère la présence d’un gène suppresseur de tumeur dans la région. Le travail
décrit dans cet article avait pour objectif d’identifier des gènes présents dans la
région de délétion commune, une étape cruciale dans l’identification de candidats
suppresseurs de tumeur. Trois nouveaux gènes ont été découverts et
caractérisés, portant à 7 le nombre total de gènes candidats présents au locus
suppresseur de tumeur. De plus, de nouveaux isoformes de ces gènes ont été mis
en évidence. Nous avons utilisé une stratégie mettant à profit des outils bio-
informatiques et une approche de piégeage d’exons pour mettre en évidence les
nouveaux transcrits. A. Montpetit a effectué le travail bio-informatique et de
piégeage d’exons pour identifier les nouveaux transcrits. Ma participation a
consisté à sous-cloner les ARNc de ces gènes et à les séquencer, ce qui a permis
de confirmer l’existence de ces transcrits, en plus de mettre en évidence certains
isoformes d’ARNm. D. Sinneif a participé à la conception de l’étude, a supervisé le
projet et a participé à la rédaction du manuscrit. L’article a été publié dans la
revue: « European Journal of Human Genetics » (Montpetit, A et aI. 2002).
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Abstract
Loss of heterozygosity of the short arm of chromosome 12 is a frequent
event in a wide range of haematological malïgnancies and solid tumours. In
previous studies, the shortest commonly deleted region was delimited to a 750-kb
interval, defined by the markers D12S89 and D12S358, in pre-B acute
Iymphobiastic leukaemia patients, suggesting the presence of a tumour suppressot
locus. Here we report the construction of a transcriptional map that integrates the
data obtained by genomic sequence analysis, EST database search, comparative
analysis and exon amplification. We identified seven putative transcriptionai units
as well as six pseudogenes. Four of these candidate genes were already known:
ETV6, encoding an ets-like transcription factor, LRP6, a member of the LDL
receptor gene family, BCL-G, a recently identified pro-apoptotic gene and MKP-7,
encoding a new memberof the dual-specificity phosphatase family. The products
encoded by the three new genes identified in this study, LOHI CR72, LOH2CRI2
and LOH3CR12, have no clear homoiogy to known proteins. The gene predictions
were ail confirmed by expression analysis using RÏPCR and Northern blot. This
transcriptionai map is a crucial step toward the identification of the tumour
suppressor gene at l2pl2.
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Introduction
The short arm 0f chromosome 12 is frequently rearranged in a wide vanety
of haematological malignancies of both myeloid and Iymphoid origins.1’2’3 Most of
these 12p alteratïons resuit from unba!anced translàcations and deletions that Iead
to a Ioss of genetic material.4 The frequent Ioss of genetic material in tumour cefls
is usually indicative of the inactïvation of tumour suppressor genes, which
prompted the search for a suppressor Iocus on chromosome 12p. Loss of
heterozygosity studies showed hemizygous deletions of chromosome 12p12 in 26
to 47% of pre-B acute Iymphoblastic Ieukaemia (ALL) cases, making it one of the
most common genetic alterations found in this disease.5’6’7 The construction of
both high-resolution genetic and physical maps leU to the delineation of the
shortest commonly deleted region within a 750 kb interval delimited by markers
D12S89 and D12S358.8’9”° The existence of a putative 12p12 tumour suppressor
gene is further substantiated by the observation of hemizygous deletions in a
variety of haematological malignancies, as weN as in certain solid tumours
including breast, lung, ovarian and prostate carcinomas.11’12
This region was shown to contain two known genes, LRP6 and ETV6. LRP6
encodes a member of the LDL receptor family13 that was recently shown to act as
the WNT co-receptor.14’15’16 However Baens et al.1° failed to reveal any inactivating
mutations in leukaemia patients. ETV6, also known as TEL, is a member 0f the
ets-like family of DNA binding proteins, that was originally identified by virtue of its
fusion to the platelet-derived growth factor receptor I3(PDGFR3) in chronic
myelomonocytic leukaemia with the transiocation t(5;12) (q33;p13).17 Recently, it
has been shown that EW6 acts as a transcriptional repressor of several matrîx
metalloproteinases and that its expression could counteract the transformation of
cultured ceNs by ras.18’19 However, mutational analysis faïled to detect deleterious
mutations in the second ETV6 allele of ALL patients with hemizygous deletion at
this locus6’2° as expected for a classical tumour suppressor gene. These
observations taken together leU to the suggestion that an as yet unidentified
suppressor Iocus might be located between D12S89 and D12S358Y’
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Here, we describe the application of a strategy that integrates the use of
data mïning tools, exon amplification experiments, gene expression studies and
comparative genomic analysis to identify putative transcriptionai units in the
chromosome 12p12 iocus. This strategy led to the identification of seven genes,
including three uncharacterised genes, and six pseudogenes, indicating the
usefulness of integrating different complementary genomebased approaches to
identify candidate genes in a large chromosomal interval.
Materials and methods
Genomic clones
BAC clones RP11-525113, RP11-267J23, RPI1-757G14 and RPI1-253l19
(GenBank accession numbers AC022222, AC007537, AC007621 and AC007619
respectiveiy) were obtained from Incyte Genomics, Inc (St-Louis, MO, USA). The
sequence of these BACs, of BAC RPCIJ 1-180M15 (GenBank accession number
AC008115) as well as the whole EW6 contig (GenBank accession numbers
NT_000600, AC005989 and NT_000601) were selected for analysis based on their
localization within or near the shortest commonly deleted region according to the
chromosome 12 physical map at the Human Genome Sequencing Center, Baylor
College of Medicine (hffp:Ilwww.hgsc.bcm .tmc.edu).
Sequence analysis
The genomic sequences available from the selected BAC clones were used
as queries for BLAST searches and anaiysed using the NIX software
(http:llwww.hgmp.mrc.ac.uk/NIX) that displays the results from 15 different
prediction algonthms (GraiICpG, Grail-exons, FGenes, Hexon, FEX, GenScan,
etc) and BLAST analysis on many public databases (dbEST, Unigene, htgs, etc.).
The programme Exofish (http://www.genoscope.cns.fr/extern&tetraodon) was used
to identify the presence of conserved regions at the protein level between the
human sequences and the genome of Tetraodon nigroviridis. Ail other sequence
analysis were performed using BLAST or CD-Search programmes on the NCBI
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site (hllp:Hwww. ncbi. nlm.nih.gov). Multiple sequence alignments were obtained
using the ClustalW algorithm21 and manually edited using the SeaView programme
(http://pbituniv-lyonl .fr/software/seaview.html). Alignments were displayed usÏng
the BOXSHADE programme (http://www.ch.embnet.org/software/BOX form. html).
Exon amplification
Exon amplification was performed using the Exon Trapping System
(GibcoBRL-Life Technologies, Burlington, Ontarlo, Canada) according to the
manufacturer’s recommendations. Briefly, BAC clones were partially digested with
Sau3A. The resulting restriction fragments ranging from 2.5 to 4 kb were isolated
from 1% agarose gels and subcloned into BamHl-digested pSPL3. Individual
subclones were pooled and transfected into 80%-confluent COS-7 ceils. Total
celtular RNA was extracted 24 h after transfection and used as a temptate for
RtPCR using vector-specific primers. The fragments containing putative trapped
exons were subcloned into pAMP1 O and sequenced using T7 primer.
5’- Rapid amplification of cDNA ends (RACE)
Human testis Marathon-Ready cDNA (Clontech, Palo Alto, CA, USA) was
used to amplïfy the transcript 5’ ends according to the manufacturer’s instwctions.
Briefly, 200 ng of Marathon-ready cDNA was amplified with API primer and a
gene-specific primer: 11 962RACE (CTGTCCATGACTCATTTGCTGAACA),
Il 962RACE2 (AGGTGGHAGHCTGCCAGGCGAGT), LOH2RACE
(CCAAGGTGGCATCGCCCTAAGT) or LOH2RACE2
(CTAATCCGGAACTGAAGGTCHGCG) by Touchdown PCR. The resulting
RÏPCR products were analysed on 1 % agarose gel, transferred to nylon
membranes (Hybond N+, Amersham-Pharmacia Biotech Baie d’Urfé, Canada) and
hybridised with a radioactive internai oligonucleotide to assess the specificity of the
bands. The sequence of the putative 5’end-derived exons was determined by
dideoxy sequencing using the Thermo Sequenase Radiolabelled Terminator Cycle
Sequencing kit (USB, Cleveland, OH, USA) following the subcloning of the PCR
products into pGEMT-easy (Promega, Montreal, Canada).
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RNA expression analysis by RT-PCR
Normal human brain, testis and prostate RNAs were obtaïned from Clontech
(Palo Alto, CA, USA). Placenta, peripheral blood and bone marrow RNAs were
isolated from healthy subjects using standard procedures. Following DNAse
treatment, the RNA samples were incubated at 37°C for 60 min in the presence of
15 ILM of random hexamers, 0.2 mM of each UNTPs and 200 U of MMLV reverse
transcriptase (GibcoBRL, Life Technologies, Rurlington, Canada). The cDNAs
were amplïfied using 0.2 mM dNTP, 0.4 M each primer and 2 U of ELONGase
polymerase (G1bcEBRL, Life Technologies, Burlington, Canada) in a 60 mM Tris
S04 pH 9.0 buffer containing 18 mM of (NH4)2S04, 8% of DMSO and 1.5 mM of
MgSO4. The pnmers amplifying the entire coding regions were 11962F
(GTGGGTGTGACCTGGAAGAAAT) and 11 962R
(TGCACAGGACCACAGTAGACA) for the BCL-GL gene; 97818F
(CAAAATTGHGAGCTGCTGAAAT) and 97818R
(GGGGAAGTGCAGAAGTAGGTC) for the BCLGM gene; DUSPF
(CTCGAGGGTGGGAAAAGAGGACHAHG) and DUSPR
(GGATCCCAGAACAGGGAA I t I I I) for the MKP-7 gene; LOHI F
(CTCGAGCCGCCGHCTTCTGCTG) and LOH1 R
(GGATCCCCHAGCTCCACACGTCCTC) for the LOH1 CR12 gene; LOH2F
(GGCTACGCAAGACCTTCAGTT) and LOH2R
(ACTGCTTAGTGGGCCCTTCCCAGTC) for the LOH2CR12 gene; FLJF
(CTCGAGCCflGACCGAAGACCAAAA) and FUR
(AAGCHAGAGACACCGAGHCCATCC) for the LOH3CRI2 gene. The cycling
conditions were as follows: initial denaturation of 2 min at 94°C, 35 cycles of 94°C
for 30 s, 60-64°C for 30 s, and 72°C for 60 s, and a final extension at 72°C for 10
min. RTPCR products were revealed by 1 or 2% agarose gel electrophoresis. They
were then excised from the gel, cloned into pGEMT-easy (Promega, Montreal,
Canada) and sequenced completely.
Northern blot hybridisation
Gel-purified RTPCR products (see above) were radiolabelled by random
pnming and used as probes to hybridise multiple Tissue Northern Blots (Human
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MTN Blot I, Human MTN Blot Il and Human Immune System MIN Blot Il, Clontech,
Palo Alto, CA, USA). The hybridisations were carried out at 50°C in a solution
containing 50% formamide, 10% dextran sulfate, 1% SDS, I M NaCl, 50 PgIml fish
sperm DNA and 5x106 c.p.m./mI of a given probe. Following hybridisation, the
filters were washed at high stringency with 0.JX SSC, 0.1% SDS at 55°C and
autoradiographed at -80°C with X-OMAT Kodak films.
Resulis
Sequence analysis
The availability of BAC sequences within the chromosome 12p12
suppressor locus, as part of the human genome sequencing project, provided the
molecular framework to search for transcribed sequences. Four BAC clones,
RPJ 1-525113, RPCI1 1-267J23, RPJ 1-757G 14 and RP1 1-253119, mapped
between markers D 12589 and D 125358. Only partial and unordered sequences
were available for clones 525113 and 253119 atthe time of the writing of this paper.
The genomic gap between the marker D12S89 and the BAC 525113 (Figure 1) was
filled by using the data from the complete sequence of the ETV6 locus.22 This
genomÏc sequence was analysed with the MX programme to identify putative
transcribed sequences. We identified six pseudogenes based on the absence of
introns and the presence of stop codons within the consensus coding sequence. In
addition, we found four CpG islands and over 90 EST clusters, 38 of them
corresponding to Unigene entries. Many of these ESTs appear to be artefacts as
suggested by their Iow representation (i.e. either unique or only two members) or
by the presence of a polyA tau at their 3’ end in the corresponding genomïc
sequence without any upstream polyadenylation signal. This could have allowed
011go dT priming during RtPCR on mRNA, but also on genomic DNA or on
unspliced RNA. To restrict the number of ESTs to analyse, they were classified
according to the following characteristics: (1) presence of spliced sequence, (2)
homology with genes/ESTs or proteins, when translated, from other species, (3)
evolutionarily conserved as shown by Exofish analysis, (4) matches with trapped
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exon(s) and (5) presence of a polyadenyiation signal at the 3’ end of the cluster. in
thïs study, only the EST clusters that fulfil at least one of the above characteristics
were further investigated.
The EXOFISH algorithm compares genomic sequences to 150 Mb of
inigroviridis sequence (corresponding to 33% of its genome) at the proteïn level.
This algorithm has been successful in detecting two thirds of the known genes on
human chromosome 22 with an estimated specificity of over 90%.23 in this study,
33 hits (termed ecores) corresponded to four EST clusters (Table 1) and five
pseudogenes (data flot shown), but to no other regions. The exon trapping
technique ïdentified seven exons corresponding to three of the ciusters found in the
region anaiysed (Table 1). Six other trapped sequences did flot reveal any match
in the EST database, but the absence of a translation frame may suggest false
positives rather than actuat exons. Applying ail these criteria, onty 20 clusters were
kept for further analysis (Table 1). None of the other clusters analysed contained
an ORF that could encode a protein. 0f the 20 ctusters setected, eight contained
spliced sequences and were considered the most interesting. Except for two
clusters, BCL-GM and LOH2CRI2, they ail had clear orthologues from other
species in the UbEST. Unigene cluster Hs.9781 8 corresponded clearly to an
alternative splïcing form of the BCL-G gene (see below). The physical reiationship
of these predicted genes within the commonly deleted region is presented in Figure
1. To be more informative, we have extended the map on the proximal side in
order to include the known genes CREBL2, GPRI9 and CDKNIB. No other
putative transcriptional units were present on the corresponding BAC clone
RPCIJ 1 80M1 5 (data not shown). Two of the ciusters corresponded to the ETV622
and LRP613 genes that were previousiy characterised in detail and mapped to this
region13’22 and as such wili flot be furiher discussed in this section.
By using the assembled ESTs and exon prediction programmes it was
possible to obtaïn an open reading frame (ORF) starting with a methïonine for ail
the remaining selected clusters except for LOH2CRI2 (Figure 2). The region
encompassing the putative OREs of ail the ciusters could be ampiified by RÏPCR
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in multiple tissues, confin-ning the gene prediction (Table 2). Furthermore, many
alternative splicing species could be observed by this analysis (see below).
Characterisation of the candidate genes
The human BCL-G gene was originally characterised as composed of six
exons that encode at least two known splicing variants, BCL-Gt (long form, 327
amino acids) and BCL-Gs (short form, 252 amino acids) isoforms.24 The BH3
domain, one of four BCL-2 homotogy domains (BH domain), is found in both
isoforms and confers pro-apoptotic activïty. The longer variant also possesses a
BH2 domain, which negatively regulates this activity.24 RtPCR (Table 2) and
Northern blot (data not shown) analyses revealed that while BCL-Gs iS onIy
expressed in the testes, BCL-GL is expressed in many tissues including bone
marrow, prostate, pancreas, colon, but predominantly in the testes, which ïs ïn
agreement wïth Guo et al.24 Our Blast analyses and 5’RACE experïments suggest
the presence of seven additional exons (Figure 2). The first three 5’ upstream
exons (exons lA to 1C) are non-coding and various combinations of these exons
were observed in the UbEST. Alternative splicing involving the four additional 3’
exons (exons 7 to 10) could generate a new isoform, termed BCL-GM for median,
whose 276 amino acid product would aiso Iack box BH2. By RtPCR, BCL-GM was
shown to be expressed only in the testes (Table 2).
MKP-7 has 7 exons (Figure 2) and codes for a new member of the dual
specificity phosphatase family that dephosphorylates MAP kinases.25 This gene
shows 55% sequence identity with DUSP8/hvh-5, a closely related dual-specificity
phosphatase.25 Northern blot hybridisation with a MKP-7 probe revealed the
expression of two mRNA species of 4.0 and 6.0 kb in ail tissues tested (Figure 3).
The detection of weakly hybridising 3.0 and 5.5 kb bands in some tissues,
especiaily in the brain, could be due to cross-hybridisation with the related
DUSP8/hvh-5 species, which correspond to the observed size and distribution of
this mRNA.26 By RtPCR, we also observed a spiicing variant, in which exon 4 is
skipped and that is present in every tissue analysed by RÏPCR, although
expressed at lower levels (Table 2). The predicted protein would be tmncated and
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Iack its phosphatase domain, keeping only the conserved cdc25 domain putatively
involved in protein-protein interactions.27
LOHICRI2 has four exons (Figure 2) that encode a predicted 195 amino
acid protein that shows high homology with hypothetical proteins from distant
species: mouse BAB25030 (95% identity), D.melanogaster CGJ 1802 (35% identity
and 59% similarity) and C.elegans F59E12.11 (27% identity and 55% similarity)
(Figure 4). The function of these proteins is flot known, but they have some
homology to one of the spectrins repeats of the TRIO protein and to an
uncharacterised region from Mekk4 protein (Figure 4). Three major mRNA species
at 1.2, 1.4 and 4.5 kb were detected in ail tissues tested by Northern blot (Figure
3). Bands at 1.7 and 6 kb were also detected at lower levels. RtPCR and
sequencing experiments revealed the presence of a spiicing variant skipping exon
2, thus explaining the 1.2 and 1.4 kb species. Interestingly this variant was flot
observed ïn the SJNB-7 celi une (Table 2). Both bands at 4.5 and 6 kb could be
explained by the alternative use 0f termination sites (see below).
The LOH3CRI2 gene is constituted of five exons (Figure 2). The function of
this gene product is unknown, but it possesses 10w homology to the syndecan
domain, which is characteristic of membrane heparan sulfate proteoglycans
(Figure 5). Blast analysis also indicated low homology to hepatocyte growth factor
activator inhibitor protein and to glycoprotein la (data flot shown). Homologues
from various species were observed, including the mouse RIKEN cDNA
9130403P13 with 62% identity and 66% similarity at the protein level (Figure 5).
We have also found a transcnpt variant (GenBank accession number AK023622)
that is characterised by the presence of the 102 bp coding intron 2 that is
translated in phase when left unspliced (hatched box in Figure 2). Both transcnpts
were present in every tissue tested by RtPCR, the Iongest being the most
abundant (data not shown).
The definitive structure of the LOH2CRI2 gene is stiil unknown at this
moment: only two exons were identified from the human EST database. AIl those
ESTs, as well as the most upstream sequence obtained by 5’RACE analysis,
stopped in a GC-rich region corresponding to the LOHICR12 CpG island (Figure
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6). By Blast analysis, a 500-bp mouse genomic fragment (clone Ti no.10921056)
revealed clear homology to 5’ exons from both LOH7 CR72 and LOH2CRI2. A
common ORF could be constructed for LOH2CRI2, although the start codon was
flot observed and is thus presumably located in another unidentified exon (Figure
6). No homology was found with proteins from other species. RtPCR and
sequencing experiments confirmed the gene prediction and very 10w levels of
expression were observed in the bone marrow, prostate and testes. It also
revealed that its 3’ end corresponded to Unigene cluster Hs.67553 (Table J). The
weak expression could explain the absence of signal in the Northern blot analysis
(data not shown).
Alternative termination
In previous studies, ETV6 was shown to use alternative termination sites.22
Three of the EST clusters found in our study, Hs.169081, Hs.293972, Hs.146381,
clearly correspond to the 3’ ends 0f the ETV6 transcrïpts of 2.4, 4.3 and 6.2 kb,
respectively, when placed in the genomic context (Table 1). LRP6 possesses two
transcripts of 6 and 11 kb.13 Using the same reasoning, it is clear that the 3’ end of
clusters Hs.23672, which includes the coding sequence of LRP6, and Hs.41269,
containing over 90 ESTs, correspond to the 3’ end of the short and long transcnpts,
respectively. Ail the other identified transcribed sequences, with the exception of
LOH2CR12, were characterised by at Ieast two different mRNA species by
Northern hybridisation (Figure 3) suggesting the presence of alternative spilcing or
alternative usage 0f termination sites. The latter is supported by the identification of
large Unigene clusters with consensus 3’ polyadenylation sites (but without coding
potential), that could explain the 6 kb-LOH3CRI2, .6 kb-MKP-7 and 4.5- and 6 kb
LOHI CR72 mRNAs respectively (see Table J and Figures 2 and 3). RtPCR and
sequencing experiments confirmed the existence of the longer transcripts for each
gene (data flot shown).
CpG islands
The presence of a CpG island usually indicates the 5’ extremity of an
housekeeping gene. The analysis of the genomic sequences with Grail/CpG
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predicted 4 CpG isiands in the D12S89-D123358 interval. Three of them seem to
be associated with the 5’ ends of LRP6, LOH3CRI2 and LOHI CR12. ETV6 also
possesses a 5’ CpG isiand,22 which is located outside the interval analysed (Figure
J). As predïcted, ail of them are expressed in every tissue analysed in contrast with
BCL-G and LOH2CRI2 whose expression is more restricted (Table 2). The 5’ end
of MKP-7 could flot be identified since it lies in a gap between the BACs 253119
and 180M15 (Figure 1), but Baens et al.1° placed a CpG island in that region. The
other CpG island is associated with the pseudo-prothymosin gene and probably
does not reflect the presence of a transcribed gene. Indeed, it has been shown that
this CpG island is methyiated in vivo.1 °
Discussion
Here we report the construction of a detailed transcriptional map of the
putative chromosome 12p12 tumour suppressor iocus using a combination of
different approaches (comparative analysis, exon trapping and gene prediction
algorithms). We identified seven distinct candidate transcriptional units, including
ETV6, LRP6, BCL-G and MKP-7 that were characterised previously.13’22’24’25
LOHICR1, LOH2CR12 and LOH3CRI2 are three novel genes charactenzed in
this study.
ETV6 is a nuclear phosphoprotein that is wideiy expressed in ail normal
tissues28 and plays an important role in angiogenesis29 as weIl as in the normal
development of the haematopoietic system.3° Unlike most Ets-like proteins, EW6
acts as a transcriptïonal repressor recruiting proteins involved in the histone
deacetylase pathway.31’32 it can also block the transformation process induced by
the overexpression of ras in cultured ceiis.19 LRP6 is a member of the LDL
receptor family that has been recentiy shown to be an essential component of the
Wnt pathway.14’15’16 This pathway is involved in many different cancers and
developmental defects in humans.33 BCL-G is a new member of the BCL-2 family
that possesses proapoptotic activity.24 BCL-G has multiple spiicing variants
generating three proteins of different Iengths. BCL-GL contains both conserved
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boxes BH3 and BH2, whereas BCL-G iacks box BH2. The latter is a more potent
apoptosis inducer than the longer variant indicating that Box BH2 has an inhibitory
roie.24 We found a third variant, BCL-GM, that also iacks box BH2 thus predicting a
function similar to BCL-G. Considering their function, ETV6, LRP6 and BCL-G are
good candidate genes, but the failure to detect any inactivating mutations in these
genes in Ieukaemia patients does not support a rote as dassicat tumour
suppressor genes.10’20’24
MKP-7 is a new member of the dual-specificity ser/thr and tyr phosphatases.
Phosphatases play important roles in the regulation of intracellular signalling and
have been associated with either oncogenic or tumour suppressor activity.34 For
instance, PTEN, another dual-specificity phosphatase, is often inactivated in
human cancers, particularly endometrial carcinomas and glioblastomas, and
germiine mutations have been reported in patients affected wïth either of these two
tumour predisposing syndromes.35 MKP-7 was recently shown to bind and
inactivate p38 MAPK and JNKISAPK involved in the transmission of cellular growth
signais to the nucleus.25
LOHICR12 and LOH3CRI2 have no strong sequence simiiarity with
proteins of known function, but some specuiations can be made. LOHICRI2 has
homologues at ieast in mouse, C.elegans and D.melanogaster and Blast anaiysis
revealed some sequence similarities at the protein level with a region
encompassing one of the spectrin repeats of TRIO and other closeiy related
proteins. TRIO ïs a guanine nudeotide exchange factor that regulates the actin
cytoskeleton organization, celi motiiity and celi growth via activation of Rho
GTPases.3637 Spectrin repeats are usually found in proteins associated with the
cytoskeleton. Aithough the specific function of LOHICRJ2 cannot be inferred, the
fact that it is conserved throughout evolution points to an important role for this
protein. Homologues of protein LOH3CRI2 are present in vanous mammals
including the mouse, but no homologues have been identified in lower vertebrates.
It possesses a syndecan domain and has also Iow homology wîth glycoprotein la
and hepatocyte growth factor activator inhibitor. Ail of them are membrane-bound
or transmembrane proteins. Syndecans are transmembrane heparan suiphate
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proteoglycans that play an important role in celi-matrix and ceil-ceil interactions.38
Finally, the structure of LOH2CRI2 is stiil incomplete and the characterisation of
the remaining 5’ exons wili be necessary to infer a putative function for its encoded
protein,
Previous expression analysis has demonstrated that ETV6 and LRP6 are
present in a wide range of tissues.13’28 In this study, we showed that LOHICRI2,
LOH3CRI2 and MKP-7 aiso have a broad range of expression. Only BCL-G and
LOH2CRI2 have a more restricted pattern of expression. BCL-G varïants, BCL-Gs
and BCL-GM are only expressed in the testes while BCL-GL is expressed
predominantiy in the testes and aiso at iower levels in other tissues including
prostate, pancreas and the bone marrow, which is consistent with the work done
by Guo et al.24 The expression of LOH2CRI2 was observed only by RtPCR
analysis in certain tissues inciuding testes, prostate and bone marrow. The fact
that ail the genes in the commonly deleted region from ALL patients are expressed
in the bone marrow makes them interesting tumour suppressor gene candidates.
The observation that more EST ciusters were identified than the number of
genes in the region was puzziing at first. One expianation is the fact that most of
the genes identified in our study seem to use alternative termination sites, giving
tise in the database of multiple independent clusters, since most of the ESTs are
primed at their 3’ end. Whether the latter phenomenon is specific to the genomic
context of this locus is not known, but many examples of alternative termination
exist in the literature.39 The exact role of the alternative 3’UTRs Iength is unclear
since it does not affect the coding sequence, but it could be associated with the
relative mRNA stabïlity. For instance, the gene eIF-2a uses at Ieast two polyA sites
generating two common transcripts of 1.6 and 4.2 kb.4° The smaller transcript is
more readily transiated in vitro while the longer transcript is more stable. The
relative ratios of these transcripts vary with each tissue. The majority of the other
clusters, if not alt, correspond to artefacts that could be explained by internai or
genomic polyT priming during the reverse transcription reaction. Only two small
clusters in our analysis, represented by only one or two ESTs, could flot be ruled
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out as artefacts using our criteria, indicating that we probably identified ail the
genes in the iocus.
The construction of a transcription map of this locus and the identification of
seven candidate genes provide the molecular framework to identify the tumour
suppressor genefs) at 12pl2, a locus frequently deleted in haematological
malignancies as well as in many different solid neoplasias.
Accession numbers
Sequence data from this article have been deposited in the EMBUGenBank
Libraries under accession numbers AY040274, AY037865, AY037866, AY037867
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Legends to figures
Figure 1. Physical and transcriptional map of the commonly deleted region
on chromosome 12p12. The shortest region of overlapping deletion (SRO) is
delimited by markers D12S89 and D12S358. Filled rectangles indicate the
presence of a CpG island. Arrows indicate the orientation of transcription. Other
EST clusters (Hs. 291547 and Hs.1 71346) found in this study are aiso indicated on
the map. Pseudogenes are indicated in italics. The position and size of the
genomic clones, as well as their corresponding accession numbers are shown in
the iower section. The dotted lines indicate partial and unordered genomic
sequences. Tel, telomere; cen, centromere.
Figure 2. Genomic structure of BCL-G, MKP-7, LOHICRI2, LOH2CRI2 and
LOH3CRI2. Alternative splicing is indicated by solid llnes joining two exons.
Coding and non-codîng exons are represented by open and filled boxes,
respectively. Hatched boxes indicate the presence of non-coding or codïng
sequence depending on the context (see text). Arrows, astensks and pA indicate
initiation sites, stop sites and polyadenylation signais, respectively. The sizes of
each exon and intron, when known, are indicated above and below the genes,
respectively.
Figure 3. Northern blot analysis of MKP-7, LOHICRI2 and LOH3CRI2
mRNAs. Multiple tissue Northern blots membranes were hybridised with probes
specific for each gene. Asterisk indicates DUSP8/hvh-5 cross-hybridisation (see
text).
Figure 4. Amino acid alignment of hypotheticat LOHICRI 2 proteins from
distant species. Human LOHICRJ2 (GenBank acc. no. MK71328), mouse
BAB25030, C.elegans F59E12.11 (GenBank acc. no. T15266) and
78
D.melanogaster CG1 1802 (GenBank acc. no. AAF48107) hypothetical proteins
were aligned using ClustalW and manual refinements. Regions of high similarity
with mouse Mekk4 (Swissprot no. 008648) and human Trio (Swissprot no.
075962) are also shown. Residues were shaded using BOXSHADE software
according to their relative conservation (dark) or similitude (grey) across ail
species. Positions in the corresponding proteins are indicated on the right. The
shorter human spiice variant would lack amino acid 20 to 66.
Figure 5. Amino acid alignment of hypothetical protein LOH3CRI2 from
mouse and human. Human LOH3CRI2 (GenBank acc. no. BAB14621) and
mouse RIKEN cDNA 9130403P13 (GenBank acc. no. NP 080621) proteins were
aligned with syndecan domain (pfam 01034) using ClustalW and manual
refinements. Dashes indicate gaps introduced to maïntain optimal alignment.
Residues were shaded using BOXSHADE software accordïng to their relative
conservation (dark) or similitude (grey) across ail species. Positions in the
corresponding human protein are indicated on the right. The shorter spiice variant
would lack amino acid 14 to 47.
Figure 6. The partial cDNA sequence and predicted open readîng frame of
the LOH2CRI2 gene. The observed exonhintron junction is indicated by a fihled
triangle. The open triangle indicates the position of the most upstream sequence
that was charactensed by 5’RACE and RtPCR. Upstream genomic sequence is
indïcated in italic. The putative polyA signal is underlined.
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2.2 Étude de mutations et de l’expression des gènes candidats
suppresseurs de tumeur du Iocus 12p12-13 dans des LLA pré-B
de patients
Introduction à l’article
Dans le but d’identifier un éventuel gène suppresseur de tumeur au locus
12p12-13 (voir section 2.1), nous avons vérifié si l’un des gènes de la région était
inactivé dans des leucémies de patients présentant une délétion. Dans un premier
temps, la recherche de mutations au niveau des régions codantes de I’allèle
résiduel a été entreprise. Aucune mutation somatique n’a été détectée, seuls des
polymorphismes ont été mis en évidence. Ceux-ci ont été utilisés pour vérifier la
perte d’hétérozygotie dans les patients et nous ont permis de réduire davantage la
région commune de délétion. Dans un deuxième temps, nous avons mené une
étude d’expression, pour chacun des gènes, dans un groupe de patients
représentatifs et avons montré que seul le gène EW6 n’était plus exprimé dans les
échantillons présentant une délétion et ce, dans environ 90 % des patients
analysés. Cette étude suggère que EW6 est le candidat suppresseur de tumeur
le plus probable dans la région étudiée. Nous avons également mené une étude
d’association entre l’expression des gènes de la région et certains paramètres
cliniques et moléculaires. A. Montpetit, J. Larose et N. Trudel ont contribué
principalement à l’étude de recherche de mutations. Pour ma part, j’ai participé,
avec S. Langlois à l’étude d’expression par PCR en temps réel chez les patients.
J’ai également réalisé l’analyse des résultats d’expression, les analyses
statistiques d’associations et j’ai participé à l’écriture du manuscrit. D. Sinnett a
participé à la conception de l’étude, a supervisé le projet et a participé à la
rédaction du manuscrit. L’article a été publié dans la revue « Leukemia »
(Montpetit, A et aI. 2004).
Mutational and expression analysis of the chromosome l2p13 candidate
tumor suppressor genes in pre-B acute lymphoblastic leukemia
Alexandre Montpetit1’2, Josiane Larose1, Gino Boily1, Sylvie Langlois1, Nathalie
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ABSTRACT
Allelic tosses on chromosome 12p12-13 are associated with childhood acute
tymphoblastic teukemia (ALL) and several solid neoplasias, suggesting the
presence of a tumor suppressor tocus. The recent construction of a transcription
map of this Iocus has enabled the identification of eight genes of which five were
previously known: EW6, BCL-G, LRP6, MKP-7, and CDKN7B. The three other
candidate genes, LOH12CRI, LOHI2CR2 and LOH12CR3, have no known
functions. b evaluate whether one (or more) of the candidate genes is the actual
target of the 12p12-13 deletions we examined the genomics and the expression
status of these genes in ALL patients. Although we found nine DNA variants in
these genes, no inactivating mutations were found in the Ieukernîa ceils of patients
with 12p hemizygous detetions. Expression analysis revealed that most 12p
hemizygously deteted samples also carried a t(1 2;21) transiocation of which none
expressed ETV6 from the non-translocated allele. Furthermore, we observed one
case of t(1 2;21) without deletion of ETV6, in which the expression of this gene was
greatty reduced indicating a different mechanism of inactivation. None of the other
genes showed a significant decrease in expression suggesting that ETV6 is indeed
the target of deletions in ALL patients.
Keywords: Tumor suppressor gene; EW6; leukemia; chromosome 12; gene
expression.
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INTRODUCTION
Acute Iymphoblastic Ieukaemia (ALL) is the most common pediatric cancer.
Recent Ioss of heterozygosity (LOH) studies indicated that hemizygous deletions of
chromosome 12p12 -13 occurred in 26 to 47 % of pre-B ALL cases, making it one
of the most common genetic alterations found in this disease (1-3). The frequent
Ioss of genetic material in tumor ceils is a hallmark for the presence of tumor
suppressor genes on the affected chromosome regions. The existence of a
putative I 2p tumor suppressor gene is further substantiated by the observation of
hemizygous deletions 0f the same region in a variety of other hematological
malignancies, as weII as in certain solid tumors including breast, lung, ovarian and
prostate carcinomas (reviewed in 4). The construction of high-resolution genetic
and transcription maps leU to the delineation of the shortest commonly deleted
region in pre-B ALL patients to a 750 kb interval that ïncludes several transcribed
genes (3-7).
One of the genes, EW6 (also known as TEL), is a repressor of transcription
that was found to be essential for angiogenesis and for bone marrow
hematopoiesis (8, 9). ETV6 is frequently involved in transiocations found in
dïfferent hematological malignancies as weII as in congenital fibrosarcoma, most of
these leading to the formation of chimeric fusion products (reviewed in 10). The
most frequent transiocation is the t(12;21) resulting in the production of the ETV6-
AML1 fusion protein in ALL cases (11). The residual non-rearranged ETV6 allele is
frequently deleted in ALL cases expressing the ETV6-AML1 transcripts (12). The
reason for this frequent association is stiil unclear. It has been proposed that
deletion of the normal ETV6 allele could provide a further growth advantage to
leukemic ceils with t(12;21).
Six other genes were also characterized in the critical region. BCL-G
encodes a new pro-apoptotic protein of the RCL-2 family (13). LRP6 is a member
of the lipoprotein receptor gene family and was recently characterized as the Wnt
co-receptor, which activates a pathway frequently involved in human cancers (14,
15). MKP-7 encodes a new dual-speciflcity phosphatase that acts specifically on
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JNK and p38MAPK (16). Finally LOHI2CRI, LOH12CR2 and LOH12CR3 (aiso
known as FLJ10298) are three recently characterized genes whose functions have
flot yet been determined (7). Although it is Iocated just outside the 12p critical
region, the cyclin-dependent kinase inhibitor CDKNIB is a suitable candidate since
it is hemizygousiy deleted in the majority of ALL patients with 12p LOHs, its
expression status has been shown to correlate with a poor prognosis in many
tumor types and it is consïdered to be a haploinsufficient tumor suppressor
(reviewed in 17).
Previous studies have focused mainly on the mutation status of certain
candidate genes in ALL patients and inactivating somatic mutations were not
observed in the non-deleted allele of ETV6, CDKNIB or LRP6 (6, 18). In this study,
we Iooked at both the mutation and expression status of eight candidate genes
residing in or very close to the critical region in childhood ALL patients.
MATERIALS AND METHODS
Patients and ceil unes
We studied 55 children who had been diagnosed with pre-B ALL by
immunophenotyping in the Division of Hematology-Oncology of Ste-Justine
Hospital (Montreal, Canada). The selected patients had bone marrow sampies
taken at diagnosis (>80% biast celis). Twenty of them were characterized in a
previous study (19). Genomic DNA was avaiiable for ail 55 ALL patients, but RNA
was available for only 22 of them. Normal bone marrow sampies were obtained
from non-leukemia patients. Wriffen informed consent was obtained from ail
participants in the study approved by our Institutional Review Board. Pre-B ALL ceil
unes, REH and 697, were obtained from ATCC (Manassas, VA, USA) and DSMZ
(Braunschweig, Germany), respectiveiy. REH is known to contain the t(12;21) and
no normal ETV6 aliele (20); whereas 697 is associated with a t(1 ;19) but no
chromosome 12 alteration.
DNA and RNA extraction
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Pretreatment bone marrow aspirates were used as a source of “leukemia”
DNA, whereas constitutive DNA was isoiated from either buccal epithelial ceils or
bone marrow in remission. A standard proteinase K! phenol protocol was used to
isolate genomic DNA from bone marrow mononuclear celis obtained by
centrifugation on a Ficoil-Paque (Amersham Biosciences, Baie d’Urfé, Quebec,
Canada) step gradient. Total RNA was extracted using TRizol reagent (Invitrogen,
Burlington, ON, Canada) or RNeasy mini-kit (Qiagen, Mississauga, ON, Canada)
using manufacturer’s instructions.
Microsatellite analysis
Genomic DNA samples were amplified using microsatellite markers Iocated
on chromosome l2p1 2-1 3: D12S77, D12S89, D12S98, D12S358 and D12S320 as
described in Baccichet et al. (19). Primer pairs were obtained from Research
Genetics (Huntsvilie, AL, USA). Each result was confirmed by independent PCR
amplifications.
PCR-SSCP analysis and sequencing
Primer pairs were designed to amplify ail coding sequences and intron-exon
boundaries of ETV6 (8 exons), BCL-G (5 exons), LOHI2CR3 (4 exons),
LOHI2CR2 (2 exons), LOHI2CRI (5 exons), MKP-7 (6 exons) and CDKNIB (2
exons) (supplemental Table 1). PCR was performed as described in Baccichet et
al. (19). PCR products were denatured and resolved by electrophoresis on a 6%
non-denaturing gel at 500V for 20 h. When variable band pattems were detected
by SSCP, indicating the presence of a putative heterozygous sampie, the
corresponding normal and tumoral non-Iabeiied PCR products were purified using
CONCERT rapïd PCR purification system (Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada)
and were directly sequenced with the thermosequenase system (Amersham
Biosciences, Baie d’Urfé, Quebec, Canada), using the manufacturers’ protocols.
Real-time quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction.
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Reverse transcriptions were performed at 37°C for 50 min in 2OpL reactions
containing 500 ng of total RNA, 0.5 mM of each dNTPs, 500 ng of pd(T)12..18
primers (Amersham Biosciences, Baie d’Urté, QC, Canada), 10 mM of Dfl, 50
mM Tris-HCI (pH 8.3), 75 mM KCl, 3 mM MgCI2, 40 U of RNase inhibitor (Roche,
Lavai, QC, Canada), and 200 U of MMLV reverse transcriptase (Invitrogen,
Burlington, ON, Canada). Reactions were stopped by heat inactivation at 70 °C for
15 min. PCR amplifications of the resulting cDNAs were performed on an ABI
PRISM 7000 sequence detection system (PE Applied Biosystems inc., Foster City,
CA, USA) in a total volume of 25 pL containing: 0.25 ul of the cDNA products; IX
SYBR Green PCR Master Mix (PE Applied Biosystems inc., Foster City, CA,
Canada) and 0.2 pM of each amplimer (listed in supplemental Table 2). The EW6
amplicon detected only transcripts from the untranslocated allele. Each PCR was
optimized to ensure that a unique fragment of the expected size (76 to 132 bp) was
amplified and that no fragments corresponding to genomic DNA amplification or
primer dimers were present. In this regard, amplimers for the targeted genes were
designed to include intron-exon boundaries to distinguish products derived from
genomic and cDNA templates. Cycling parameters were: 1 cycle at 95 °C for 10
min and 40 cycles at 95 °C for 15 s followed by I min at annealing/extension
temperature (60°C for every gene, except ETV6 at 62°C). A denaturing curve was
always run to control for possible non-specific amplification. PCR performed on
reverse transcription negative controls were systematically done to detect any
product amplified from tempiates other than cDNAs. Each PCR was performed in
dupiicate and each RT-PCR experiment was replicated at least twice. We applied
the comparative C-r method (PE Applied Biosystems mc) to quantify the relative
expression levels for each gene compared to the GAPDH control (CT values
ranging from 17-19). AIl CT values were averaged for each duplicate. A calibrator
sample (abundance set to iX) was run for every gene in every plate and the
expression levels based on the OCT values were calculated with the following
formula (Applied Biosystems User Bulletin No.2, P/N 4303859 (21):
-(IiACT) -((Ce,’ ) -(C’-r -C’-r ) )2 = 2 1 g I GAJ’Dff ‘qk I I GAPDH
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Negativity for a given gene was assessed by a ACT value of 15 for a sample and
was given a value of 0.
Statistical analysis.
The distribution of expression levels was analyzed on the basis of their
median values (h!gh and Iow expression). Correlations between expression levels
of the different candidate genes and clinical aKwell as molecular parameters were
calculated by the one-tailed Fisher’s exact test using SPSS software version 11.0
RESULTS
In our previous studies on 20 childhood ALL patients, we identified a 750 kb
commonly deleted region in chromosome 12p12-13 delimited by markers D12S98
and D12S358 (3, 19). Here, we added 35 new cases of childhood pre-B ALL and
identified an additional 9 patients with chromosome J2p12-13 allelic losses using
the same panel of polymorphic markers (data flot shown). Altogether, we observed
the presence of LOH in 31% of ALL patients (17/55), which is in agreement with
previous LOH studies on ALL patients (reviewed in 4).
These 17 patients hemizygously deleted for at Ieast one of the chromosome
12p marker tested were further investigated for the presence of somatic mutations
in the residual allele of the candidate genes ETV6, BCL-G, MKP-7, CDKNIB,
LOHI2CRI, LOHI2CR2 and LOHI2CR3. LRP6 was not investigated sinGe this
gene was analysed in detail in leukemia patients, including ALL, known to carry
deletions of chromosome 12p markers in another study that failed to detect any
inactivating somatic mutations (6). AIl coding regions and exon-intron junctions of
the genes were screened for point mutations by PCR-SSCP (data not shown)
followed by direct sequencing. Under optimal conditions —80-90% of mutations are
detectable by this method. In the investigated genes, no leukemia-specific
mutations have been identified in these genes, but we found 9 distinct
polymorphisms (presence in bath constitutive and tumoral DNA) (supplemental
Table 3). Only twa of these, the G326C and G258A variants, respectively in
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CDKNIB and ETV6, were known (1, 22, 23). Four of the variants resulted in
changes of an amino acid from the predicted coding sequence. None were
specifically retained or Jost in the hemizigously deleted samples. The newly
developed markers were used to genotype ALL cases from whïch both DNA and
RNA sampies were availabie (supplemental Table 4). Based on LOH data acquired
with these polymorphic markers, the proximal end of the critical region has been
substantiaily reduced (Fig. 1). The commonly deleted region is now bound at the
proximal end by the third exon of BCL-G, while the distal end remains delimited by
Dl 2S89, located in ETV6, a region of approximately 400 kb (Fig. 1).
The absence of somatic mutations might indicate the involvement of other
inactivating mechanisms that influence gene expression. To evaluate this
possibility we examined mRNA levels of ail 8 candidate genes in 22 of the 55 ALL
patients from which we had RNA samples from the bone marrow at diagnosis
including 8 patients hemizygously deieted for at least one chromosome 12p12-13
marker. This expression analysis was performed by real-time quantitative RT-PCR.
For BCL-G, LOH12CR1, LOH12CR3 and MKP-7, primers were selected to
discriminate between the different known isoforms (24). For BCL-G, only the long
form (BCL-GL) was found expressed under the conditions used, whereas we
observed no variation in the ratio of the levels of expression between the other
isoforms and thus only the major isoform was analyzed in each case (data flot
shown). We found measurable amount of ail genes in most patients flot deleted for
chromosome 1 2p markers (supplemental Table 5). However these genes were not
expressed at the same levels: Using the mean ACT values of each gene in non
deleted patients we found that EW6 (IXCT=5.2) and CDKN1B (ACT = 5.9) were
highly expressed; LRP6 (tCT= 7.9), LOHI2CR1 (ACT= 9.8) and MKP7 tACT =9.1)
were expressed at intermediate level and; BCL-GL tACT 13.1), LOH12CR2 (ACr
132) and LOHJ2CR3 (ACT= 11.5)were weakly expressed.
The relative expression levels of each gene were then plotted by groups
according to the LOH status (Fig. 2). We observed that the median expressions of
CDKNIB, EW6, LOHI2CRJ, LOHI2CR2, and MKP7 were higher in patients not
carrying any chromosome 12p deletion (LOH-). The median value of the BCL-GL
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expression was 0, but it was clear that its expression level was higher among the
LOH- patients (Fig. 2), although flot significant. Noteworthy, the expression levels
of both LOHI2CR3 and LRP6 were Iess affected by the presence of LOH. The
lower expression in the LOH+ samples, as compared to expression levels of
patients of LOH- group, could. be explained by the loss of one allele (dosage
effect). In fact, levels of expression of most 0f the genes in the samples possessing
both the translocation and LOH were either below or just above the arbitrary
threshold of 100 (supplemental Table 5). But, when we only considered the
complete absence of expression of a given gene, as defined by less than 10% of
the median expression, then only EW6 and BCL-G showed a clear association
with eitherthe presence of LOH ort(12;21).
The correlation between the Iower expression 0f the genes, as defined by
expression level in the first tertile (33rd percentile) in patients, and various clinical
and molecular parameters, such as age at diagnosis, sex, white blood ceil counts,
high or standard risk of relapse, DNA index, presence of LOH and presence of the
t(1 2;21) translocation was investigated (Table 1). The strongest correlation was
found between low expression of both ETV6 and CDKNI B and presence of LOH
and t(12;21) (Table 1). Similar significant associations were observed with MKP-7
and LOH12CRI and presence of LOH only. AIl other correlations were not
significant.
As one could expect, patients carrying a LOH and the t(12;21) transiocation
show very Iow and homogeneous levels of ETV6 expression, but patients with
either a deletion or the translocation do flot aiways present such an expected
paffern of expression. For instance, patient ALL4I3 carnes the t(12;21)
translocation but flot any LOH. This patient shows a very 10w expression 0f ETV6,
lower than the expected 50 % expression level 0f LOH-, t(12;21)- patient group
(supplemental Table 5). This suggests that other mechanisms than a deletion of
the resïdual allele can contribute to the inactivation of ETV6 when the transiocation
is present. Another patient, ALL34, carnes a deletion ranging from D12S89 to
BCL-G but notthe t(12;21)translocation. lnterestingly, this patient presents a much
higher expression of ETV6 than the expected 50%.
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DISCUSSION
The construction of a transcription map of the putative 12p12-13 leukemia
suppressor Iocus delimited by the markers D12S89 and D12S358 led to the
identification of 10 candidate genes (7). In this paper, to identify the actual
leukemia-associated gene, ail coding exons of 8 candidate genes mapping to the
ieukemia suppressor Iocus have been screened for inactivatïng point mutations in
genomic DNA of ALL cases. We failed to detect any somatic alterations in the gene
exon or exon-intron junction sequences in the childhood ALL cases investigated,
indicating that these genes are not affected by a mechanism involving Ioss of one
alleie and mutation of the residuai ailele. Although we have not detected somatic
mutations in the candidate genes investigated, we cannot rule out the possibility
that existing nucleotide changes have not been detected due to the limitation of the
PCR-SSCP assay. If the two-aIlele inactivation hypothesis for a tumor suppressor
holds true and that no mutation alters the coding sequence, then expression of the
target gene should be abolished or greatly diminished. We thus assessed the
expression status of these genes to verify whether alterations such as promoter,
intronic or UTR mutations or epigenetic changes might account for aberrant
expression. Only ETV6 showed absence of expression in a statistically significant
proportion of the patients with LOH or with t(12;21). lndeed ail eight t(12;21)
sampies which had a corresponding LOH on the non-translocated allele, did flot
express ETV6. Moreover, in these patients, the expression of most of the other
genes present in the hemizygously deleted region was reduced by about 50%,
which is concordant with the presence of only one residual active copy of the gene.
However, this relationship was less obvious for LRP6 and LOHI2CR3. Although
not statistically significant, the proportion of patients flot expressing BCL-GL was
Iower in LOH+ group LOH- than in the non-deleted group, suggesting that this
gene could also be a tumor suppressor gene. This observation wilI need further
investigation. Although no leukemia-specific alterations have been found in the
sequences analysed, it remains possible that haploinsufficiency (gene dosage)
(25) of one (or more) transcript(s) on 12p12-13 may contribute to ALL
development. As recently reported, this could be the case for MKP7 that showed
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tumor suppressing potential (26). In addition, AML1 and CDKNJB genes have
been found to be haploinsufficient for tumor suppression (27, 28). Noteworthy, in
one ALL sample carrying the transiocation t(12;21) but no detectable ETV6
deletion, levels of expression of ETV6 were much Iower than expected when only
one allele was missing thus indicating the involvement of another inactivating
mechanism. The latter observation was also reported by Patel et aI. (29). The
absence of ETV6 in this case could also be explained by an undetected micro
deletion. These data are concordant with the Iow levels of normal ETV6 protein
observed in t(12;21) samples (30) suggesting that the absence of protein is mainly
due to the Iack of transcription rather than post-transcriptional alterations. This is
also consistent with earlier studies suggesting that the ETV6 gene is translocated
in most cases of childhood ALL with 12p12-13 LOH (11, 12, 31). Thus loss ofthe
normal non-translocated ETV6 allele occurs in parallel (or after) with the
transiocation of the other allele to form the EW6-AML1 fusion, suggesting a role
for ETV6 as a tumor suppressor.
Deletions of the 12p12-l3 locus have been observed in some ALL patients
without t(12;21) (12, this study) as weN as in many other cancer types, including
breast, lung and prostate lacking the t(12;21) (4). This could suggest a wider role of
ETV6 in tumorigenesis or the presence of more than one 12p tumor suppressor
genes. In this regard, using the new polymorphic markers We were able to
minimize the common deleted region to a 400 kb interval delimited by D12S89 and
the third exon of BCL-G. The only known genes present in this interval are ETV6
and BCL-G. Furthermore, Latil et aL (32) reported a decreased expression of ETV6
in a significant proportion of the prostate cancer samples with 12p12-13 LOH.
Taken together these data suggest that the intact allele of ETV6 is indeed
the target of deletions in the t(12;21) translocated patients and thus explains most
of the LOH observed in pre-B ALL. The actual hypothesis about leukemogenesis in
cases carrying 12p genetic abnormalities is that the first event is the translocation,
probably occurring as early as in utero (33, 34). However, ETV6-AMLI was shown
flot to be sufficient for the transformation of hematopoietic ceil unes in vitro or to
cause hematological disease in vivo (35). Loss of the second allele is thus
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probably a secondary event giving a selective growth advantage to the t(12;21)
ceils expressing ETV6-AMLI. However, it is not clear whether or flot it is enough to
cause leukemia (36). For instance, we do flot know whether the Ioss of the intact
ETV6 allele is essential because it segregates ETV6-AML1 by heterodimerization
or because the inhibition of the ETV6 pathway is important. Functional studies wiII
be needed to prove that EW6 indeed acts as a tumour suppressor in these ALL
samples.
Supplementary ïnformatïon
Supplementary material is available on leukemia website (www.nature.com/Ieu)
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Supplementary materïals
Table I Amplimers used for the PCR-SSCP mutation screening
Gene-exon Forward Reverse Product Size (bp)
ETV6-1 TCHAAATGACCGCGTCTGG GAACAGAGCMLCTGCAACAGC 243
EW6-2 CACCCCGAGATGGTCTCATAC ATCAATCCTCTGTCCCTCTCG 250
ETV6-3 TCTCCCTGCCTCATGC GGGTGHWGACCAACCAC 271
ETV6-4 CTGCTCCGTAGATCGHGUG TCAGGCAAGAAAAGAGAAACCTC 236
ETV6-5a GTCCCCTCTGCTCCACAG GATCAGAGGGTGCATGATGG 392
EW6-5b TCCCATGGAGAATAATCACTGC GGAGAGTGGGACGTCAGG 357
EWG-6 TGGHAGTGCCTCAACAAGAAAC CCAATCCAGGGATAAGGACHC 269
EW6-7 GCAGTGCCflTCTGAGGflC ACAGCATCCTCCCAAAAGMG 219
EW6-8 TGGAATCTCHACCTCCTCCAC TCCTflTCCACTCTCCTCAGC 24$
Bd-G-2 GGCACAGTGTGGACGflGT AGGMGCGGGAGAGMAGWT 502
Bd-G-3 ACCAATGAGCCAGATGAAGHCT WCACTCCACCCAGGGMG 264
Bd-G-4 CHACCAAGCCACAAGCAHCAT CAGAAATCMJCGCATCAGUCA 199
Bd-G-5 TCGTGGAGCCAAGCTACTGT TGGCCACTCAAGTGTCCTAA 446
Bd-G-6 GGTCACGCCTGGGATAGAG ACGTGCACAGGACCACAGTA 189
LOH1 2CR3-2,3 TGCflCCCflGGflWGA CACAAAACACATGGMCWGGA 430
LOH1 2CR3-4 CCAGTCHWHAHCCAATCACA AAAATCGCACAAAATCATGC 237
LOH1 2CR3-5a TflTCAGGCAGCAGATGAGCTA GCATGGAGHACATAAGCCUCC 347
LOH1 2CR3-5b TGCAGGGCflCTGGflACTA GGACTCGWGGCAGCUAGAA 416
LOH 1 2CR3-5c CCCTGTGHCAAAGHAGGHGG AAGGCCAHCTCAGAGHCACAÂ 398
LOH 1 2CR2 CTGCCACCGTCflCTGGTA CCGCCACTCACTGGflCAC 465
LOH1 2CRJ -J GTCAGCCCCACACAHAGCC GGAGGAGGGTGGGAGGUA 231
LOH1 2CR1 -2 TGCCTAATATGCATCTCCTAAGCA WCGTCTCCAGCAAGUCAGAT 231
LOHJ 2CR1 -3 CCCTGTCHCAGTGAACHGHW AGAATCACMCAACCAGTCAGCA 295
LOHJ 2CR1 -4 CTGCGGAGAGGACHGAHW TGATATGACCHAGCTCCACACG 363
MKP7-1 flCCTCAflCAGTGTGTCCA GAGCACACCACCAflACATC 354
MKP7-2 GCTCAGCAAGAflCTGAGTCC CCHCHCCTAACAAGCCTCATGT 219
MKP7-3 WCCCAGCAATGAAGGATATÏTT AflTGTGCGTGGCATAA I I I I I 249
MKP7-4 CACCTACACATGAGACGATCACC HCAAGGAAACTGGGCA I I I I I A 323
MKP7-5 TGAAAAGCCAATCACAGAAGACA TGGWCAAGACACTGCTGA 229
MKP7-6a1 GTGGAGATAAAAGGGACCTCTGG AGGCTGGAAGACAGCAAIAAGC 343
MKP7-6a2 ATCCAGAGAGAAGGAACGCHG TGTAAMUCGGG I I I I I G I I I I I 432
MKP7-6b1 GATCCACCTGHGCTTTTACACC TGCGGAGACCAAGTCTAHCTG 372
MKP7-6b2 GTCAGCTCTGTCACHGGCUC ATGCAflCGGTCAGAACCAG 376
CDKNIB-la ATCCTGGCTCTCCT ACATCCTCCCG 334
CDKNJ B-1 b AHCTATGGHGGGAAAGGGT CACCTCHGCCACTCGTACT 285
CDKNJ B-2 TCCAGTGCGTGCTCCAG TATGGGGCCAACUCTGC 241
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Table 3 Germlïne polymorphisms detected in the
candidate genes
Gene Polymorphisma Amino acid change
ETV6 G258A none
G642A none
BCL-G C486T none
T697C none
A874T Arg —* Trp
LOHI2CR3 T542C Leu —* Val
LOHI2CR2 G149A Glu Lys
MKP-7 Cl 41 9T none
CDKN1B G326C Gly - Val
a The number indïcates the position from the start codon.
Ail DNA variants were present in both the leukemic and
constitutive celis of each patient tested.
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LEGENDS TO FIGURES
Fïgure J. Physîcal map of chromosome f 2p12-13 tumor suppressor Iocus.
Genes are indicated in bold. Arrows indicate the orientation 0f transcription.
Polymorphic markers are indicated in italics. SRO, shortest region of overlapping
deletion. Tel, telomere; cen, centromere.
Figure 2. Comparison of the candidate gene expression levels in pre-B ALL
patients according to the chromosome 12p12-13 LOH status. A box plot was
bulit for the relative expression levels of each gene as determined by real-time
quantitative RT-PCR (see supplemental Table 5). Data were ploffed by groups
according to their LOH status using the SPSS software version 11.0. The
horizontal line in the boxes represents the 5001 (median), whereas the upper and
lower limits of the boxes represent 7501 and 25th percentïles, respectively. The
upper and lower vertical lines outside the box represent the range of the
measurements in the group Iying within a distance of 1.5 times the interquartïle
distance (IQD) (box height) from the boundaries of the boxes. Values with
expression distance between 1.5 to 3 times IQD higher or lower than the boxes
(statistical outliers) are shown by empty squares and values with expression
distance over 3 times IQD are indicated by filled squares. Number of samples per
groups: LOH-: N=14; LOH+: N=8; t(12;21)+: N=13; t(12;21)-: N=9. LOH: loss of
heterozygosity at locus 12p1 2-1 3. Overall, the LOH- group had higher expression
of the candidate genes than the LOH+ one.
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2.3 ETV6 inhibe la croissance de la lignée cellulaire de LLA pré-B
Reh
Afin de déterminer si EW6 a le pouvoir d’inhiber la croissance des cellules
de LLA pré-E, nous avons créé des transfectants stables à partir d’une lignée
cellulaire qui est dérivée d’un patient LLA pré-B qui n’exprime pas EW6, qui
présente la transiocation t(1 2:21) et qui exprime la protéine de fusion EW6-AMLI
(figure 1 3A). Cette lignée présente donc des caractéristiques génétiques et
phénotypiques relativement proches du type de leucémie d’intérêt. À partir de la
population cellulaire hétérogène de transfectants, nous avons tenté de générer des
clones par une méthode de dilution limite qui consistait à distribuer dans des puits
de plaques 96-puits un petit volume d’une suspension cellulaire de faible densité.
Les puits ne contenant qu’une cellule étaient ensuite identifiés et du milieu RPMI
1640 contenant 10, 15 ou 20 % de sérum fétal de bovin (FBS) était ajouté. Parmis
les quelques plaques ensemencées, la très grande majorité des cellules ne se sont
jamais divisées. Cetaines cellules se sont divisées jusqu’à atteindre un nombre
total de quelques dizaines de cellules, après quoi leur croissance s’arrêtait. Parmi
toutes les cellules isolées, seulement 11 clones stables ont pu être récupérés et
seulement 2 clones exprimaient la protéine EW6 (figure 13E) et ce, relativement
faiblement, suggérant que l’expression de EW6 présente un désavantage de
croissance. La croissance des clones ETV6-1 5 et ETV6-21 a été comparée à celle
de cellules transfectées avec le vecteur seul ou non-transfectées. La croissance
des clones exprimant EW6 était plus lente que celle des contrôles, suggérant que
EW6 a un effet suppresseur de tumeur dans les cellules LLA de type pré-B (figure
13C). Les cellules contrôles ont atteint la phase plateau à environ 124 h alors que
les clones exprimant ETV6 ont atteint cette phase seulement au compte de 144 h,
heure à laquelle la densité de tous les sous-types cellulaires était comparable.
Bien que nous n’ayons pas documenté le nombre de cellules mortes au cours de
ces expériences, l’observation sous microscope des cellules avec bleu trypan nous
a permis de constater que celles-ci constituaient une proportion très faible de
toutes les cellules et il ne semblait pas y avoir de différence évidente entre les
sous-types cellulaires. Ceci suggère que les différences de densité cellulaires
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observées sont vraisemblablement dues à un taux de croissance plus faible des
transfectants EW6 plutôt qu’à une mort cellulaire plus élevée.
113
A
h.
B
Clones Reh/ETV6
+WT 10 11 13 15 21
ETV p60p5O A
450
400
350
300
‘0
250
200
: 150
C
Q 100
50
Figure 13. ETV6 ralentit la croissance de la lignée de LLA pré-B Reh.
A) La lignée de LLA pré-B Reh a été transfectée par électroporation de façon
stable avec une construction contenant le vecteur pcDNA3.1 et l’ADNc complet de
ETV6. B) Immunobuvardage de type Western utilisant un anticorps reconnaissant
la partie N-terinale de ETV6 (anticorps provenant du laboratoire du Dr Olivier
Bernard). Sur les 11 clones isolés, seulement 2 exprimaient la protéine ETV6 à un
niveau détectable, soit les clones 15 et 21. +: contrôle positif lignée 697. C)
Courbe de croissance des clones ETV6-15 et —21 comparée à celle des cellules
non-transfectées (wt) ou transfectées avec le vecteur seul (pcDNA3.1). Les
cellules vivantes ont été comptées quotidiennement pendant 5 jours avec un
hémocytomètre en utilisant du bleu trypan. Le graphique présente les résultats de
trois expériences indépendantes. Une analyse de variance (ANOVA) et le test
post-hoc LSD ont été effectués pour les heures 106 et 124 afin de déterminer s’il y
a une différence significative de la densité entre les sous-types cellulaires. Les
points significativement différents (p< 0,05) présentent des lettres différentes.
pcDNA3.1
—+-ETV6-1 5
-45—ETVO-21
24 40 72 96 126
Temps (h)
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2.4 Identification de gènes modulés par EW6
Introduction à l’article
Des évidences génétiques et fonctionnelles (voir sections 2.1, 2.2 et 2.3)
suggèrent que EW6 possède une activité suppresseur de tumeur. EW6 est un
facteur de transcription de la famille ETS et peu de cibles lui sont connues. Dans
le but de comprendre son rôle et l’effet de son inactivation dans les leucémies,
nous avons entrepris d’identifier des gènes modulés lors de l’induction de son
expression. Nous avons généré des clones de lignée cellulaire inductibles pour
EW6 avec le système Tet-On. Le transcriptome des cellules a été établi (>22 000
transcrits) à différents temps suite à l’induction de ETV6 et, à l’aide d’une
combinaison d’analyses statistiques, nous avons identifié 87 gènes modulés dans
le temps. La modulation de 10/13 gènes a ensuite été validée par RT-PCR
quantitatif. Des études de retard sur gel (EMSA) effectuées dans différentes
régions des promoteurs des 10 gènes validés, ont permis d’identifier des régions
liant des protéines nucléaires de façon dépendante à des éléments cis ETS.
Finalement, une étude d’expression dans des leucémies de patients a montré que
l’expression de 5 des 10 gènes validés était corrélée avec celle d’EW6, validant
notre approche par « microarrays » et identifiant des gènes potentiellement
impliqués d’un point de vue fonctionnel dans la maladie. Des études d’association
entre l’expression des gènes validés et certains paramètres cliniques et
moléculaires ont également été effectuées. J’ai tenu un rôle de premier plan dans
toutes les étapes de la démarche, de la génération de clones cellulaires inductibles
à l’étude d’expression chez les patients, en passant par les expériences de
«microarrays », les analyses statistiques, ainsi que les expériences de retard sur
gel. J’ai également écrit le manuscrit. J. Larose a participé principalement à
l’identification de clones cellulaires inductibles ainsi qu’aux expériences d’induction
dans le temps. S. Langlois a pour sa part participé à l’étude d’expression chez les
patients et a apporté une contribution intellectuelle dans les processus d’analyse.
D. Sinnett a participé à la conception de l’étude, a supervisé le projet et a participé
à la rédaction du manuscrit. Le manuscrit a été soumis à la revue « Blood ».
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ABSTRACT
Hemïzygous deletions at chromosome 12p12-13 are observed in 26 to 47%
of childhood pre-B acute lymphoblastic leukemia (ALL) cases, suggesting the
presence of a tumour suppressor gene (TSG) at this locus. Accumulating genetic
and functional evidence points to EW6 as being the most probable TSG targeted
by the deletions. ETV6 is a ubiquitously expressed transcription factor (TE) 0f the
ETS family with very few known targets. In order to understand its function and to
elucïdate the impact of its absence in leukemia, we conducted a study to identify
targeted genes. Following the induction of EW6 expression in a Tet-On system,
global expression was evaluated at different time points (0h, 4h, 12h and 48h)
using DNA microarrays (Affymetrîx HG-U133A). A combination of statistical
analyses led to the identification of 87 modulated genes of which 10 were validated
by real-time quantitative RT-PCR. The regulatory regions of these candidate
genes were further investigated for the presence of putative ETS or other
transcription factor binding sites. The proximal promoter sequences of AKRJ C3,
IL1 8, LUM, PTGER4, PTGS2, TP53 and VEGF were found to bind nuclear proteins
in an ETS site-dependent manner. To assess the significance of the validated
candidate genes in leukemia, we determined their expression pattems as welI as
that of ETV6 in up to 15 pre-B ALL patients. The expression of 1L18, LUM,
PTGER4, SPHKJ and TP53 was significantly correlated with that 0f EW6, further
suggesting that ETV6 could regulate the expression of these genes in leukemia.
This work constitutes another step towards the understanding of the functions of
EW6 and the impact of its inactivation in childhood leukemia.
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INTRODUCTION
Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most frequent cancer in children
accounting for 25 % of the new cancer cases every year in Western countries.
Deletions at chromosome locus 1 2p1 2-13 are observed in 26 to 47 % of pre-B
ALL, suggesting the presence of a tumour suppressor gene (15G) in the region
(Stegmaier, K et al. 1995; Takeuchi, S et al. 1996; Baccichet, A and Sinnett, D
1997). The existence of a 12p12-13 tumor suppressor Iocus is further
substantiated by the observation of hemizygous deletions of the same region in a
variety of other haematologicai malignancies, as weiI as in solid tumours including
breast, lung, ovarian and prostate carcinomas (reviewed in (Aissani, B et al. 1999;
Kibel, AS et al. 1999). The construction of high-resolution genetic and physical
maps leU to the delineation of the shortest commonly deleted region in pre-B ALL
patients to a 750 kb interval flanked by markers D12S89 and D72S358 (Baccichet,
A and Sinneif, D 1997; Aissani, B and Sinneif, D 1999; Baens, M et al. 1999;
Montpetit, A et aI. 2002) and including 7 genes (Baens, M et al. 1999; Guo, B et al.
2001; Masuda, K et al. 2001; Tanoue, T et aI. 2001; Montpetit, A et aI. 2002). AIl
mutational analyses performed on leukemia samples faied to reveal somatic
mutations on the residual non-deleted allele of the genes iocated in the critical
region (Stegmaier, K et aI. 1996; Baens, M et al. 1999; Montpetit, A et aI. 2004).
We have recentiy performed an RNA expression study of the 7 candidate genes
and found that only EW6 was inactivated on both alleles in most cases, the
second event being the transiocation t(1 2;21) resuiting in the fusion gene ETV6-
AMLJ (Montpetit, A et al. 2004). Moreover, our mutational study led to better
refinement of the shortest commonly deleted region between markers D12S89,
located in EW6, and a single nucleotide polymorphism in the third exon 0f BCL-G
(Montpetit, A et ai. 2004), thus leaving only EW6 and BCL-G as candidate genes
(Montpetit, A et al. 2004). Considering that BCL-G is expressed at very 10w level
or not at ail in leucocytes (Guo, B et aI. 2001) and bone marrow (Montpetit, A et al.
2002), and that most pre-B ALL wïthout I 2p rearrangements do not express BCL
G (Montpetit, A et al. 2004), EW6 seems to be the most suïtable candidate TSG in
the region.
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Accumulating functional evidence supports the idea that EW6 could act as
a TSG. Mouse embryo fïbroblasts transfected with EW6 showed a siower growth
and an increased percentage of ceils in GOIG1 (Rompaey, LV et aI. 2000). In Ras
transformed NIH 3T3 ceils, the presence of EW6 slowed growth (Fenrick, R et al.
2000), increased apoptosis (Irvin, BJ et al. 2003), reduced the capacity of colony
formation in soft agar (Fennck, R et al. 2000; Rompaey, LV et aI. 2000) and
retarded growth of tumours in mice graft experiments (Rompaey, LV et al. 2000).
Similar effects was also observed on the cellular growth of hematopoietic celis
transfected by (Sakurai, T et ai. 2003). Pre-B ALL ceil une Reh, which expresses
EW6-AML1 but flot EW6, showed a reduced growth rate in ETV6 stable
transfectants compared to vector alone-transfected or non-transfected ceils ((Boily,
G et al. 2003)unpublished data). Aitogether, these data strongly suggest that
ETV6 may indeed play a role in tumour suppression.
EW6 is a ubiquitously expressed transcription factor of the ETS family with
a documented repressor activity (Chakrabarti, SR and Nucifora, G 1999; Fenrick, R
et al. 1999; Lopez, RG et ai. 1999), but only a few genes are known to be
moduiated by it: GP1b (Kwiatkowski, BA et al. 1998), GPIX (Kwiatkowski, BA et al.
1998), MMP3/stromelysin (Fenrick, R et aI. 2000), MCSFR (Fears, S et aI. 1997)
and BCL-XL (Irvin, BJ et aI. 2003). A recent microarray study has identified 12
other putative ETV6-modulated genes of which two, RHOG and D4-GD1, were
validated by RT-PCR (Sakurai, T et al. 2003). Among ail these modulated genes,
only MMP3 (Eenrick, R et ai. 2000) and BCL-XL (Irvin, BJ et al. 2003) promoters
were shown to be able to bind ETV6. Thus the identification of more targets is
criticai to understand the physioiogic and pathophysiologic functions of EW6.
Toward this goal we generated ETV6 inducibte clones, induced its expression and
analysed the resulting transcriptome at different time points using microarray
experiments. Thïs strategy led to the identification of 87 EW6-modulated genes.
Further validation by real-time quantitative RT-PCR revealed that at Ieast 10 of
these were significantly modulated. We screened the promoter regions of these
genes to identify putative binding sites for ETS or any other known TFs. The
expression of 5 of these genes was significantiy correlated with that of ETV6 in
leukemias from patients, suggesting a possible co-regulation of them. This work
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constitutes another step towards the understanding of the functions of EW6 and
the impact 0f its inactivation in chiidhood leukemia.
MATERIALS AND METHODS
Patients and ce!! unes. Total RNA was obtained from 15 chïldren who had
been diagnosed with pre-B ALL by immunophenotyping in the Division of
Hematology-Oncology of Sainte-Justine Hospital (Montreal, Canada). The patients
had bone marrow samples taken at diagnosis (>80% blasts). Normai bone marrow
sample was obtained from a non-leukemia patient. Wriften informed consent was
obtained from ail participants and the study was approved by our Institutional
review Board. HeLa Tet-On Ceil Line (Clontech, Palo Alto, CA, USA) was used to
generate EW6-inducibie clones. This ceil une has aiready the pTet-On vector
integrated in its genome. HeLa leT-On ceiis were cultured in DMEM medium
supplemented with 10% fetal bovine serum and 0.1 pg/ml of G418. Pre-B ALL cell
unes, REH and 697, were obtained from ATCC (Manassa, VA, USA) and DSMZ
(Braunschweïg, Germany), respectively. REH contains the t(1 2;21) and no normal
EW6, whereas 697 has the t(1 ;19) but no chromosome 12 alterations (Romana,
SP et aI. 1996).
PTRE2hyg/ETV6 construct. The ETV6 cDNA sequence was derived from
the IMAGE clone 1MAGp998P212973. Briefly, following the excision of the EW6
coding sequence with EcoRi, 5’ overhangs were filled and 3’ A overhangs were
generated with 5 U of Taq polymerase (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) in a
final volume of 100 pi containing 20 mM Tris-HCi pH 8.4, 50 mM KCI, 1.5 mM
MgCI2 and 0.4 mM dNTPs, for 15 min at 72 °C. After ligation of this fragment ïnto
pGEM-T easy vector (Promega, Madison, Wl, USA), EW6 sequence was cut out
by dïgestion with Noti and inserted into NotI-Iinearized pTRE2hyg vector (Clontech,
Palo Alto, CA, USA). EW6 insert was sequenced on both strands to confirm the
integrity of the coding sequence.
Generation of ETV6-inducible clones. HeLa EIV6-inducible and vector
alone clones were generated by transfecting the HeLa Tet-On celi line with vectors
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pTRE2hyg/EW6 or empty pTRE2hyg vector by eiectroporation with the Cloning
Gun apparatus (Tritech Research, Los Angeles, CA, USA). Briefly, ten pg of DNA
was compieted to 30 pI with water and then mixed to 30 pI of ceil suspension (—8 x
io celis) in DMEM. After 1 min of incubation at room temperature, the complete
volume was aspirated into the pipectrode (Tritech Research, Los Angeles, CA,
USA) for 1 zap and then ejected in a 6-well containing 3 ml of DMEM
supplemented with 10% FES. Two days later, selection for stable transfectants
was initiated by platïng the cells in 100 mm dishes with DMEM medium containing
10% FBS, 0.1 pg/ml of G418 and 0.4 pg/ml of hygromycin. The medium was
changed every 2-3 days until colonies were obtained. Clones were isolated and
tested for EW6 induction.
Induction of EW6 expression. EW6 was ïnduced in HeLarret-On/EW6-56
clone ceil une by growing ceils in 2pgIml doxycycline (Clontech, Palo Alto, CA,
USA). Later on cells were harvested at time points O h, 4 h, 8 h, 12 h, 24 h and 48
h to capture transcriptorne changes in a Urne-course manner. The day before the
induction, cells were plated in freshly made medium supplemented wïth 10 % of
FBS. b avoid possible variability caused by cell confluence, celis were plated at a
density that would allow a confluence of approximately 70-85 % at the moment of
harvest by trypsinization. The total volume of cells was split in two tubes, one for
RNA and one for proteins, and cells were washed once with PBS. The pellet for
proteins was dissolved in SDN buffer (100 mM Tris pH8, 150 mM NaCI, 5 mM
EDTA, 0.5% sodium deoxycholate, 0.5% sodium dodecyl sulfate and 0.5% Nonidet
P40; (Poirel, H et al. 1998)) supplemented with protease inhibitors (100 pg/ml
PMSF, 10 pg/ml aprotinin and 10 pg/ml leupeptin) and frozen at —80 °C. The celi
pellet for RNA was used immediately for RNA isolation. The whole procedure was
performed in ffiplicates for ail time points.
Isolation of RNA and proteins. Total RNA was isolated using the RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Missisauga, ON, Canada) as recommended by the
manufacturer’s instructions. RNA quality was evaluated by migration on a
standard denaturing formaldehyde 1% agarose gel as weil as with a Bïoanalyser
tAguent, Mississauga, ON, Canada). For protein isolation, whole cell lysates
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dissolved in SDN buffer were sonicated 4 x 15 sec on ïce, centrifuged 5 min at 4 oc
and the supernatant was transferred to a fresh tube.
Immunoblotting. Two hundred pg of proteins from sonicated and cleared
whole celi lysates were dïluted in loading buffer (IX: Tris 60 mM, SDS 1.7%,
glycerol 6%, DTT 100 mM and bromophenol blue), heat-denaturated at 100 °C,
migrated on standard 125% sodium dodecyl-suifate (SDS) poiyacrylamide gels
(37.5:1) for 4 h at 130 V, and bloffed on PVDF membranes. immunodetection of
EW6 was done using an N-terminal ETV6 antibody (kindiy provided by O.
Bernard) diiuted in Biollo A (IX TES, 5% milk and 0.05% Tween-20). ETV6
antibody was reveaied using ECL Western Blolling Analysis System (Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, UK). Loading was controiied by stripping the EW6
antibody from the membranes with ReBiot Plus Reagent (Chemicon International,
Temecula, CA, USA) and by doing a second ïmmunodetection with the Lamin NC
(346) antibody (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) diluted in Bioffo
A. Signais were revealed using ECL Western Bloffing Anaiysis System
(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK).
Real-time quantitive RT-PCR. Reverse transcription reactions and PCR
amplifications were carried out as previousiy described (Montpetit, A et al. 2004).
Ampiimers are presented in table 1 (see supplementary materials). GAPD gene
was used as the reference gene. Expression values were caicuiated by the Z(tCt)
formula described eisewhere (Applied Biosystems User Bulletin No.2, PIN
4303859) (Livak, KJ and Schmiftgen, TD 2001).
Microarrays and data analyses. Global expression analyses of HeLaITet
On/ETV6-56 and HeLaITet-OnNJ (vector alone) celis, harvested at time points 0H,
4H, 12H and 48H post-induction, was performed using Affymetrix HG-UI33A chïps
(ail chips with same lot number). RNA from ail 3 independent induction
experiments was investigated for expression analysis. The detailed protocol for
the whole procedure, from target labelling to acquisition of signal is described at
the McGill University /Genome Quebec Innovation Centre facility web site
(genomequebec.mcgill.ca/mpf/infolOld%2oiabeling%2oprotocol-
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last%2oversion.pdf). Briefly, 20 pg of total RNA was used to prepare the labelled
targets. RNA was reverse-transcribed to double-stranded cDNA by using oligo-dT
primers containing the T7 promoter followed by an in vitro transcription to cRNA
with biotinylated ribonucleotides. After assessment of cRNA quality with a
Bioanalyser (Agilent, Mïssissauga, ON, Canada), 15 pg of targets were used to
hybridize each microarray. Chips were then stained using the Affymetrix
GeneChip Fluidics Station 400 apparatus (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA) and
scanned with the Affymetrix GeneChip 3000 Scanner (Affymetrix, Santa Clara, CA,
USA). Data were subjected to MAS5 analysis method and mean-scaled
normalized. Scatter plots of sample data against their corresponding replicates
revealed very consistent results between replicates. In order to identify genes
modulated over time after the EW6 induction, we used the ANOVA statistical test
and the fold modulation parameter. Probes with ANOVA p-value 0.005 and with
a fold modulation 2 fold relative to 0H were kept for further analyses. T-test was
then performed to compare fold modulation values of EW6-ïnduced and vector
alone cells and probes differentially modulated between the two groups (p-value
0.05) were selected. Data processing, statistical and clustering analyses were
peiformed using Microsoft Excel, GeneLinker Gold, SPSS and Statistica packages.
Electromobility shift assay. Nuclear extracts were prepared as described in
Dignam et al. (Dignam, JD et al. 1983). The labelling reaction mix contained 3.5
pmol of double-stranded oligo (Table 2), 10 pCi of [y-32P]ATP (3000 Ci/mmol), iX
T4 Polynuceotide kinase buffer (70 mM Tris-HCI pH 7.6, 10 mM MgCI2, 5 mM DTT;
Promega, Madison, Wl,USA), 10 U of 14 polynucleotide kinase (Promega,
Madison, Wl, USA), in a final volume of 10 pI. The mix was incubated at 37°C for
10 min. The reaction was stopped by the addition of I pi of 0.5 M EDTA. The
volume was completed to 100 pI with water. The labelled probes were punfied on a
G-25 column (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA). Binding reaction
premix contained 10 pg of nuclear extract protein from HeLaîret-On/EW6-56
(incubated with doxycycline 0h or 4h), REH or 697 cells, IX Gel Shift Binding
Buffer (10 mM Iris-HCI pH 7.5, 4% glycerol, 1 mM MgCI2, 0.5 mM EDTA, 0.5 mM
Dfl, 50 mM NaCI, 50 pg/ml poly(dl-dC).poly(dl-dC); Promega, Madison, Wl,
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USA), in a total volume of 9 pI. For binding reaction, the premix was incubated for
10 min at room temperature, 1 pI of iabeled oligo (probe) was added and the mix
was incubated for 20 min at room temperature. For competition assays, J00-fold
molar excess of unlabeled double-stranded oligonucleotide was added to the
binding reaction premix. The DNA-protein complexes and unbound probes were
resoived by electrophoresis on a 6% polyacrylamide gel (37.5:1 potyacrylamide,
0.5X TEE, and 25% glycerol) for 3-4 h at 1 90V. Gels were dried and probes
detected by autoradiography.
Determination of putative transcription factor binding sites (TFBS5)
conserved between human and mouse. Sequence corresponding to 3 kb
upstream and 0.5 kb downstream 0f the transcriptional start site from human and
mouse (Genbank database) were submitted to ConSite (Sandelin, A et al. 2004) to
find putative TFBSs conserved between the 2 species. Orca method (implemented
in ConSite) was used for alignment of sequences, analysis was done for ail
individual TEs, and default seffings were used for conservation cutoif (variable),
window size (50) and TF score threshold (80%).
Results
Generation of ETV6-inducible ccli clones. To understand the function of
EW6, we wanted to identify genes targeted by this transcription factor. Our
strategy was to generate EW6-inducible celi systems and to perform global
expression analysis using DNA microarrays to detect changes in response to the
expression of EW6 in a time-dependent manner. Toward this aim, HeLa cells
carrying the vector of the let-On system already integrated in their genome (see
Materïals and Methods) were transfected with the second vector either empty
(pTRE2hyg) or containing the EW6 cDNA sequence (pTRE2hyg/ETV6).
Hygromycin resistant clones were grown and their abïiity to induce ETV6 at the
protein level was evaluated by Western blot (Fig lA). We charactenzed several
ETV6-inducibie clones (data not shown), but only the clone EW6-56 was selected
for furiher work because of its strong induction and iow ETV6 levels when flot
induced (Fig. lA).
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Identification of EW6-modulated genes. HeLa clones EW6-56 and VI
(vector alone, clone 1) were plated and grown in the presence of doxycycline.
Celis were harvested at 0h, 4h, 8h, 12h, 24h and 48h post-induction. Inductions
were per[ormed in three independent experiments. Proteins from total ceil lysates
were isolated and induction of the EW6 protein was evaluated by immunoblot (Fig.
J B). Expression level was found to increase in function of time in EW6-56 clone,
starting at 4h, whereas there was no such increase in VI clone. The
corresponding total RNA was used to generate labeled targets and then
hybridized to Affymetrix HG-U133A chips (>22,000 probes). RNA from the time
points, 0h, 4h, 12h, and 48h, each in tnplicate, was selected for microarray
hybridizations. Resulting hybridization signaIs were mean scale-normalized,
assuming that the total signal for each sample should be approximately the same.
EW6 mRNA was up-regulated approximately 6-fold after induction as determined
by the microarray analysis (Fig 1 C). A stepwise analysis strategy was used to
identify probes being modulated in an EW6-dependent manner (Fig 2A): 1)
ANOVA statistical test was used to identify probes modulated significantly between
time points and consistently in three independent experiments. Probes with a p-
value 0.005 were retained. 2) Probes being modulated 2-fold or more were
selected to decrease the probability to select false positives. 3) Fold modulation
values of ETV6-56 and Vi clones were compared with T-test to eliminate probes
not modulated in an EW6-dependent manner but rather by the doxycycline
treatment. Probes with p-values 0.05 were retained. 4) Fold modulation of the
remaining probes were then ploffed considering EW6-56 vs VI values. Probes
that still visually appeared to be highly modulated in the vector alone control
compared to the experimental samples were discarded (red dots in Fig 2B). This
series of filters allowed the identification of 96 EW6-modulated probes
corresponding to 87 non-redundant genes, including 62 down-regulated and 25 up
regulated ones. These genes fall into many different categories such as cellular
adhesion/cellular matrix, ceil growth/proliferation, apoptosis and angiogenesis (Fig
3) that are known to be involved in cancer. The 87 modulated genes are listed in
table 3 (see supplementary materials).
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Validation of ETV6-modulated genes by real-time quantitative RT-PCR.
Real-time quantitative RT-PCR was used as an alternative approach to validate the
microarrays data. We selected 13 genes for validation based on their documented
association to cancer or a pathway related to this disease (Table 4). For most
genes, resuits were similar with both methods but sometimes showed differences
in amplitude (Table 4)( Fig. 4 in supplementary materials). Ail the investigated
genes were significantly modulated as determined by ANOVA (data not shown). T-
tests were performed with fold modulation data of ETV6-56 and Vi clones to
eliminate genes that did flot seem likely to be modulated in an EW6-dependent
manner. Genes with p-values 0.05 were given the cali “validated” unless the
modulation in the VI clone was also very high as in the case of KLF4 (3.6 fold
modulation in experimental samples vs 3 fold in control). Based on these criteria,
10 out of the 13 (77%) genes investigated were found to be specifically modulated
by ETV6 (table 4). If one assumes that the concordance observed with these 13
genes can be extrapolated to the whole 87 genes list, then 67 genes (77%) would
be expected to be truly modulated in an EW6-dependent manner.
Electromobility shift assays (EMSAs). The ETV6-modulated genes
identified in this study could be either direct or indirect targets of ETV6. b
address this issue, the proximal promoter regions of the 10 validated candidate
EW6-modulated genes were screened for their ability to bind ETV6 or any other
nuclear proteins by EMSAs. To delineate the effect of the presence of EW6 on
the DNA-proteïn band patterns, we used nuclear extracts from 5 ceil types
expressing ETV6 d ifferentially: HeLa/Tet-OnNI, HeLaITet-On/ETV6-56, non
induced or induced for 4 h as well as the leukemia pre-B ALL ceil unes 697 and
REH that are expressing and flot expressing ETV6, respectively (Table 5). One to
three EBS-containing consensus sequences per gene were selected for EMSA
(see Table 2, supplementary materials) based on the following criteria: 7) the
sequence was already known to bind an ETS TF; 2) the EBS was conserved
between human and mouse, as determined by ConSite (phylogenetic footprintïng
approach; see Materials and Methods); 3) the EBS was part of a region reported to
have an impact on the transcriptional activity of the gene as determined by deletion
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mapping assays; or 4) was in close proximity to a family of TEs known to cooperate
with ETS factors (eg. Pax TFs; (Verger, A and Duterque-Coquillaud, M 2002). A
control sequence known to bind ETV6, probe EBS (Poirel, H et al. 1997) was used
as a positive control. Unexpectedly, the paffern of bands obtained with the EBS
probe did flot allow the identification of a band whose presence was consistent with
the expression paffern of EW6, neither at long (Fig 5A) nor at shorter exposure
times (flot shown). It is possible that the band corresponding to an EW6-
containing complex was hidden by another more abundant ETS-containing
complexe(s) because there are as many as 40 members in this family of TFs.
Nevertheless, the EBS probe was used as a positive control for binding conditions.
Table 5 summarizes the resuits obtained with EMSA. Most probes bound nuclear
proteins specifically in the four nuclear extracts as the addition of I OOX excess of
cold oligos competed with the probes for the binding proteins (Table 5; Fig 5B).
Some DNA-protein complexes were dependent on the ETS core sequence as
oligos mutated in the cote sequence did not compete with the wild type probe for
the complexes (Table 5; Fig 5B). We also observed complexes that were flot
dependent on the ETS cote sequence as mutated oligos were able to dïsplace the
wlld type probe (Table 5; Fig 5G). The protein(s) of these complexes presumably
interact with the probes at nucleotides outside of the ETS core sequence. If it is
so, these putative TF binding sites (TFBSs) should be conserved in the mutant
oligos. We used Matlnspector (Quandt, K et al. 1995) to detect putative TFBS5
that would be conserved in the wild type as well as in the mutant oligo sequences.
Five of the 13 probes that showed an ETS core-independent shift were found to
contain other predicted TFBSs conserved in both, the wild type and mutant oligos:
a STAT binding site in 1L18-1126-F; RBPJK site in PTGS2-163-1 78-187-F; PAX2
and WHN sites in SPHK1-621-F; a TEF_HLF site in TP53-279-F; and CAAT and
AML3 sites in TP53-1671-F. Note that none of these predicted TFBS are shared
between the correspond ing ds-oligos. Competition experiments with the EBS ds
oligos was performed because it has been shown to bind a variety of ETS ptoteins
(Bosselut, R et al. 1993). AKRIC3-1213, PTGS2-163-178-J87 and VEGF-911
probes were competed by the EBS ds-oligo for binding to proteins from pre-B-ALL
ceils, suggesting that a member(s) of the ETS family of IF likely binds to these
probes (Table 5; Fig 5D). In HeLa nuclear extracts, none of the probes tested
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were competed by ERS. Considering that if EW6 binds to any of the investigated
probes, a difference in the paffem of bands is expected according to the celi
specific expression status we Iooked for such a difference between EW6-induced
or not induced HeLa ceil extracts and between 697 and REH. No differential shift
pattern was observed in HeLa ceils. In pre-B ALL extracts, probes 1L18-1150-
1172, LUM-401, PHLDA1+399, TP53-2004 and VEGF+354 probes were
associated to a shift observed only or predominantly in 697 as compared to REH
(Table 5; Figs 5B, C and E). The LUM-401 shift is dependent on the ETS core
sequence but is not competed by the ERS oligo, a paffern very often observed in
this study (Table 5) suggesting that some of the targets may carry a ETV6 binding
site different from the EBS consensus. Differential shifts observed with
PHLDA1÷399, TP53-2004 and VEGF+354 probes are associated with a band
paffern virtually identical. PHLDA1+399 pattem is shown in Fig 5C: the lower
molecular weight band of a doublet present in 697 is faint or absent in REH. The
opposite situation was also observed, REH extracts differentially shifted AKRIC3-
1213 and VEGF-91 1 probes in a very similar pattern (e.g. AKR1C3; Fig. 5D). Also
of note, IL1 8-1150-1172 lower shifts correlated with the expression of EW6 (Fig.
5E). Since the association of differential shifts with the expression status of ETV6
does not readily mean that ETV6 is present in the complexes, we tested two
concentrations of 4 different ETV6 antibodies in supershift assays with the control
probe ERS but did flot observe any supershift or displacement of band (not
shown). However as discussed above, ERS might flot be a suitable positive
control.
Assessment of the involvement of these ETV6-modulated genes in leukemia
celis. RNA expression of the 10 candidate genes as weII as that of ETV6 was
evaluated in up to 15 childhood pre-B ALLs by real-time quantitative RT-PCR. A
summary of the results as well as clinical and molecular features are given in Table
6 (see supplementary materials). Note that PCR was designed to be specific to
EW6 and did flot detect EW6-AMLI expression. Recause leukemia samples
cannot be considered a homogeneous pool of leukemia cells, we selected patients
with more than 80% blasts. This could explain the detection of residual EW6
expression signal in samples known not to contain any functional allele of ETV6
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(Table 6). The expression of 5 of the 10 studied genes, 1L18, LUM, PTGER4,
TP53 and SPHKI, was found to be signiflcantly correlated with that of EW6 (Fig
6A). PTGS2/COX2 also tended to correlate with the EW6 expression although
significance was flot reached (Table 7). Linear regression analyses showed a very
high determination coefficient (r2) of 0.89 with an associated p-value of iO (Fig
6B). LUM, AKRJC1 and TP53 also showed sïgnificant results in regression
analysïs (ANOVA p-value 0.05) although their determination coefficient were
modest with 0.37, 0.36 and 0.32 respectively. Expression of the 10 genes was
also analyzed for association with other molecular as well as clinical features
(Table 7). lnterestingly, the expression of AKRI C3, an enzyme known to catalyze
steroid hormone modifications, correlated with gender, being generally higher in
males. The expression of AKR1CI, closely related functionally to AKRIC3, was
associated wïth the grade. LUM, which is involved in extra-cellular contacts, was
correlated with white blood ceil count (WBC). We previously assessed the
presence of LOH at locus l2p12-l3 and the presence of the translocation t(12;21)
in the studied patients (Baccichet, A and Sinnett, D 1997; Montpetit, A et al. 2004).
As the presence of a I 2p1 2-13 LOH is closely related to the expression of EW6
((Montpetit, A et aI. 2004), it was not surprising to find that the genes whose
expression is correlated with ETV6 expression were also correlated with the LOH
status (Table 7). The only exceptions were PTGS2 that was significantly
correlated with the LOH status, whereas PTGER4 correlation almost reached
significance (Table 7). Translocation t(12;21) is also correlated with ETV6
expression (Montpetit et al., 2004) but only PTGER4 ànd LUM were correlated with
it (Table 7).
Discussion
We and others recently provided evidence that ETV6 is the most probable
TSG candidate in the chromosome 12p12-13 region (Fenrick, R et aI. 2000;
Rompaey, LV et al. 2000; Irvin, BJ et al. 2003; Sakurai, T et al. 2003; Montpetit, A
et al. 2004). ETV6, a member of the ets family of TFs, has been shown to act as a
transcriptional repressot although very few gene targets are known so far. The
present study aimed to better understand the function of EW6 and the impact of its
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inactivation in leukemia by identifying genes modulated by it at the transcription
level. Taking advantage 0f an inducible system and the microarray technology, we
report the identification of novel ETV6-modulated genes. The modulation of 10 0f
these genes, AKR1C1, AKR1C3, 1L18, LUM, PHLDAI, PTGER4, PTGS2, SPHK1,
TP53 AND VEGF, was validated by real-time quantitative RT-PCR. We have
shown that the correspond ing promoter regions contain putative TFs of the ETS
family that may actually bind nuclear proteins. Finally, the expression analysis of
preB-ALL patients revealed that the expression of 1L18, PHLDA1, PTGER4,
SPHK1 and TP53 was indeed significantly correlated with that of ETV6 levels.
lnterestingly, the expression of some genes also correlated with clinical and other
molecular features.
In microarray experiments, there are as many data outputs as there are
possible analytical designs and there is no unique perfect design. By applying
stringent analytical filters, we ended up with 87 non-redundant genes, including 62
that were down-regulated. This observation is flot surprising because of the known
transcriptional repressing activity of ETV6, which has been shown to recruit many
co-repressors including HDAC3, mSin3A, NcoR and SMRT (Chakrabarti, SR and
Nucifora, G 1999; Wang, L and Hiebert, SW 2001; Kuwata, T et aI. 2002).
However, there is stiil no strong evidence that EW6 directly activates gene
transcription, although two genes, IL1O and 1L4, have been reported to be up
regulated by its over-expression (Sakurai, T et aI. 2003). lnterestingly, ETV6 can
interact with the histone acetyltranferase (HAT) Tip6O (Nordentoft, I and
Jorgensen, P 2003), which is generally associated with transcriptional activation
but, surprisingly, the over-expression of Tip6O further increased the ability of ETV6
to repress the activity of an artificial promoter in a reporter assay. The association
of EW6 to this HAT raises the question as whether, in certain contexts, ETV6
could activate transcription through this interaction. Note that other ETS members,
for example Net and Elk-1 have the capacity to either activate or repress
transcription depending on the signalling context (Mavrothalassitis, G and
Ghysdael, J 2000; Yang, SH et aI. 2001). It is also possible that the EW6-up-
regulated genes found in this study were, in part or totally, indïrectly modulated.
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We showed both by microarrays and real-time quantftative RT-PCR that 10
out of 13 genes were modulated (77%). If this is extrapolated to the whole
microarray gene list, then up to 67/87 genes are expected to be EW6-modulated
as weIl. Considering its ubiquitous expression, EW6 may have a pleiotropic
activity; according to our resuits, ETV6 induction seems to modulate genes
associated with many different categories instead of converging on a few ones.
Many of these categories are, albeit flot exclusively, associated with cancer: celi
adhesion/ceiiuiar matrix, celi growth/proliferation, apoptosis and angiogenesis.
Previous studies have suggested the involvement of EW6 in these pathways and
the modulated genes reported here may help to generate hypotheses aiming to
understand the molecular mechanisma by which EW6 may participate in these
processes According to the microarray data, nine modulated genes were
classified in the ceil adhesjon/celjular matrix category, which was the most
important one in terms 0f nurnber 0f genes (see table 3). 0f these genes, the
expression of LUM and PHLDA-1 was validated by quantitative RT-PCR. EW6 has
already been shown to be implicated in ceN adhesion/cellular matrix. In the NIH
313 cou une, EW6 can cepress the transcription of the stromelysin/MMP3 (Fenrick,
R et al. 2000), a gene coding for a member of the matrix metalloproteinases that
are known to be invoived in the breakdown of extracellular matrix and thus playing
a role in tumour invasion and metastasïs (review in (Johansson, N et al. 2000).
Unfortunately, the expression of the endogenous MMP3 was near the background
signal in our HeLa ceIl systen, thus Iimïting the detection of any ETV6 repression.
ETV6 is also responsible for reported aggregation phenotypes in vitro which are
likely to be affributable to protein(s) of the celi adhesion/cellular matrix categorY
(Van Rompaey, L et al. 1 999; Fenrick, R et al. 2000; Rompaey, LV et al. 2000).
The over-expression cf ET\J6 in Ras-transformed NIH 3T3 ceils highly reduced
invasion and completely irhibited metastasis as compared to controls when
injected into nude mice (Fenrick, R et al. 2000).
Another important gne category was ceil growth/proliferation with six
EW6-modulated genes. FrEvjous reports suggested that EW6 is indeed involved
in cellular growth/proujferfl inhibition, In mouse embryo fibroblasts (MEF),
transfection of ETV6 sIow€cj growth and increased the fraction of ceNs in G0/G1
131
(Rompaey, LV et al. 2000). In Ras-transformed NIH 3T3 ceils, EW6 slowed
growth (Fenrick, R et al. 2000), reduced the capacity of colony formation in soft
agar (Fenrick, R et aI. 2000; Rompaey, LV et ai. 2000) and retarded growth 0f
tumours in mice graft experiments (Rompaey, LV et al. 2000). In the myelogenous
leukemia ceil line K562, growth was also retarded by the transfection of. ETV6
(Sakurai, T et al. 2003). Likewise, EW6 stable transfectants of the pre-B ALL celi
lino REH showed a reduced growth rate compared to non-transfected colis (Boily,
G et al. 2003).
Five of the identified genes are related to the apoptosis pathway. Actual
evidence 0f the action 0f ETV6 on apoptosis is that it can increase and decrease it,
depending on the celi context. EW6 knock-out mice present an excess of
apoptosis of mesenchymal and neurai celis (Wang, LC et al. 1997) and
hematopoietic stem ceils survival is dependent on ETV6 (Hock, H et ai. 2004),
suggesting an anti-apoptotic activity 0f ETV6. On the other hand, ETV6 can
repress the transcription of the anti-apoptotic protein BCL-XL and induces
apoptosis (irvin, BJ et al. 2003).
Five genes of the angiogenesis pathways were identified in our study.
EW6 has previously been proposed to play a role in angiogenesis. EW6 null
mice present defective yoik sac angiogenesis (Wang, LC et al. 1997). When EW6
is over-expressed in N1H 3T3-UCLA, vessel-shape aggregates are formed, a
phenomenon that, according to the authors, could be related to physiological
vesse! formation (Van Rompaey, L et al. 2002).
To identify DNA regions that could be bound by ETV6, we screened by
EMSAs the promoter regions predicted to bind putative ETS TFs. Aithough we
were not abie to clearly show that EW6 binds to selected regulatory regions of the
10 validated genes, promoter regions of the AKRIC3, 1L18, LUM, PTGER4,
PTGS2, TP53 and VEGE bound nuclear proteins in an ETS core-dependent
manner.
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We found that the expression levels of 1L18, LUM, PTGER4, SPHK1 and
1P53 were positively correlated wïth that of ETV6 in a group of pre-B ALL patients.
0f note, wïth the exception of SPHKI, the observed modulation in leukemia
samples was in the opposite direction than the one observed in HeLa celis. It is
possible that ETV6 bind in the regulatory region of these genes but that it interacts
with different co-factors depending on the celi type resulting in differential
expression. An example of this hypothetical mechanism is depicted by the HOX
PBX heterodimer which can function as an activator or a repressor through
differentiai interactions with co-factors, depending on intra-ceilular signais (Saieh,
M et al. 2000). What could be the impact of an inactivation of ETV6 in leukemia
considering a modulation of these five genes by EW6? Thete is an abundant
literature showing that 1L18 has an in vivo anti-tumour activity, against
hematopoietic tumour ceils (Akamatsu, S et al. 2002; Yamashita, K et ai. 2002;
Zhang, R et al. 2004) as weIl as in many different types of solid tumour ceUs
(Coughlin, CM et aI. 1998; Tan, J et aI. 1998; Osaki, T et aI. 1999; Oshikawa, K et
aI. 1999; Ju, DW et ai. 2000; Tasaki, K et aI. 2000; Ju, DW et aI. 2001; Kishida, T
et ai. 2001; Wang, Q et aI. 2001; Liu, Y et ai. 2002; Baxevanis, CN et ai. 2003).
The observed effects are mediated, at Ieast in part, by its action on the activation of
NK celis and/or cytotoxic T lymphocytes (CTL) (Tan, J et al. 1998; Osaki, T et al.
1999; Oshikawa, K et al. 1999; Akamatsu, S et aI. 2002; Liu, Y et ai. 2002; Zhang,
B et ai. 2004). 1L18 can aiso induce apoptosis in the myelomonocytic ceil tïne KG
1 in vitro (Ohtsuki, T et al. 1997), suggestïng that a paracrine effect could also
account for the anti-tumour property. Inibition of angiogenesis could aiso account
for the anti-tumour effect in soiid tumours (Coughlin, CM et al. 1998). in pre-B ALL
ceils that have lost ETV6, 1L18 expression is significantly iower, which couid
influence the disease progression by decreasing the anti-tumour activity of the
immune system mediated by 1L18.
LUM, a member of the keratan suiphate proteoglycan famïiy, is a major
component of the cornea and is widely distributed in interstitial connective tissues
(Chakravarti, S 2002). Aithough, to our knowiedge, there is no work reported yet
on LUM related to leukemia, its over-expression has been associated with other
cancers, inciuding coiorectai cancer (Lu, YP et ai. 2002), pancreatic cancer (Ping
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Lu, Y et al. 2002) as weIl as cervical cancer celis (Naito, Z et al. 2002). It appears
that in the case of pancreatic cancer and cervical cancer celis, surrounding
fibroblasts also expressed higher levels of the gene (Naito, Z et ai. 2002; Ping Lu,
Y et aI. 2002). In breast cancer, the tumor ceils do flot show higher expression but
LUM is present at higher levels in the stroma adjacent to the tumors (Leygue, E et
al. 1998), which is associated with higher tumor grade, Iower estrogen receptor
levels in the tumor, and younger age 0f the patients (Leygue, E et al. 1998). On
the other hand, functional evidence suggests an opposite effect of LUM. Work
using fibroblasts from Lum nuil mice shows an increased proliferation and
decreased apoptosis (Vij, N et aI. 2004). Moreover, LUM transfection into the
melanoma ceil une BI6FI reduces its ability to form colony in agarose gel, to
invade matngel and to form tumor in vivo (Vuillermoz, B et al. 2004).
PTGER4 is one of the receptors mediating cellular response to
prostaglandin E type. The inhibitory effect 0f the prostaglandin E2 (PGE2) on
immature E lymphocytes has been substantially documented. Injections of the
PGE2 analog 16,16-dimethyl PGE2 suppress lymphopoiesis in mice, preferentially
that of B celi precursors (Shimozato, T and Kincade, PW 1999). Moreover,
immature B lymphocyte precursor celis and the pro-B celi Iine F10 undeiwent
apoptosis when the analog was added to their culture medium (Shimozato, T and
Kincade, PW 1999). Such a response can be mediated by EP2/Ptger2, and cAMP
analogs (Fedyk, ER et al. 1996; Shimozato, T and Kincade, PW 1999) suggesting
that Ptger4 could have the same effect since it is also coupled to a G-protein
activating the production of cAMP. A study showing apoptosis of immature and
mature unstimulated lymphocytes in response to PGE2 showed a c-Myc
expression increase correlated with the PGE2 dose (Pica, F et aI. 1996). Growth
inhibition and apoptosis of some B lymphoma unes were also reported in response
to PGE2 or analogs (Phipps, RP et al. 1989; Brown, DM et aI. 1992). T-
lymphocytes can also undergo apoptosis and growth inhibition in response to
PGE2 (Mastino, A et al. 1992; Hendricks, A et aI. 2000). In the present study, we
have shown that the expressïon of PTGER4 was hïghly correiated with that of
ETV6 in pre-B leukemias. In light of ail the above studies, we hypothesize that the
Ioss of ETV6 in pre-B celis results in a decreased expression of PTGER4 at the
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ceil surface and in a desensitization to the physiological PGE2-mediated growth
inhibition and pro-apoptosis signal, events that would ultimately contribute to
leukemia.
SPHK1 is a lipid kinase catalyzing the phosphorylation 0f sphingosine to
sphingosine-1-phosphate (S1P). S1P is a tipid mediator acting both, on
membrane-bound G-protein-coupled receptors (SI P1 to Si P5), modulating
functions lïke angïogenesis and celi migration, and inside the ceil as a second
messenger, generally promoting growth and inhibiting apoptosis. (reviewed in
(Spiegel, S and Kolesnick, R 2002; Hia, T 2004). induced apoptosis in some
leukemia ceil unes was reported to be inhibited by S1P (Cuviilier, O et al. 1998;
Van Brocklyn, JR et al. 1998; Cuvillier, O and Levade, T 2001). Surprisingiy, SIP
can aiso inhibit growth of T lymphocytes and this response possibly implicates celi
surface receptors (Brinkmann, V et al. 2002; Jin, Y et al. 2003). SIP and its
derivatives also induce iymphopenïa in animais secondary to an increased
sequestration of lymphocytes in the lymph noUes (Mandata, S et ai. 2002; Xie, JH
et aI. 2003). To our knowiedge, the effects of S1P specifically on pre-B
lymphocytes have flot been studied. Considering what is known so far, SPHK1
increases the production of Si P, which may either 1) increase proliferation and
inhibit apoptosis, like it is seen in most celi types, or 2) inhibit ceil proliferation, as it
was observed for T celis. In pre-B ALL, the loss of EW6 reduces SPHK1
expression and presumabty the S1P production and thus may counteract
leukemogenesis according to the first scenario or, in the second scenario, promote
leukemogenesis.
TP53 is a wetl-known tumor suppressor gene invotved in many functions
including control of celi cycle, apoptosis and DNA repair. Although mutations in
TPS3 is prevalent in more than 50% of solid tumors, it is relatively rare in
hematological malignancies with about 14% (Kmg, U et aI. 2002) and even lower in
both aduit and childhood ALL with less than 5% of patients presenting a mutation
(Gump, J et al. 2001). However, other events may alter the TP53 pathway, such
as the over-expression of MDM2, a protein destabitizing TP53, that was observed
in childhood ALL (Marks, Dl et al. 1997; Zhou, M et al. 2000).
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The expression analysis in pre-B ALL ceils showed a correlation between
the expression of AKRI C3 and the gender, males showing a higher expression. It
is not known whether this gene is differentially expressed according to the gender
in normal hematopoietic cells. We also observed a correlation between AKRI Cl
and the grade of the disease, expression being lower in grade IV patients. It is
known that AKR1 Cl can modify sexual steroid hormones, a process that regulates
the availabi)ity of the latter to activate their receptors. However, because patients
of our cohort are chiidren aged between 2 and 10 years, these data cannot be
easily explained by differences in sexual hormone levels.
In conclusion, in vitro inducible system and microarray analyses allowed us
to identify putative EW6-modulated genes and expression studies in patients
suggest that 5 of these genes might be regulated by EW6 in childhood pre-B ALL.
Further studies will be needed to determine if these genes are direct targets of
ETV6 and to address the functionat impact of the deregutation of these genes in
leukemia when EW6 is inactivated.
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Table 1. Amplimers used for Real-time Quantitative RT-PCR.
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AKR1C1
AKRJC3
ANXA4
ETV6
IL1 8
KLF4
LUM
PHLDA1
PTGER4
PTGS2
RRAS
SPHKJ
TP53
VEGF
GAPD
CTAGTGACAGAAATGGATrCGWTAT
AGGCACCTATGCACCTC
CTCGHCATCAAGGGTGACA
TGAACCACATCATGGTCTCTG
TCAACTCTCTCCTGTGAGAACAA
CCCACACAGGTGAGWCCT
TGGAGGTCMTCAACHGAGAA
GGCAAGACMGGI ii IGAGG
CTGGTGGTGCTCATCTGCT
TGTCHGACATCCAGATCACAH
CAGCGAGACACACAAGCTG
TGMCCAHATGCTGGCTATG
CAGTCAGATCCTAGCGTCGAG
CHGCCHGCTGCTCTACCT
TGCACCACCMCTGCTrAGC
GCAGAATCAATATGGCGGMG
GGAACCCAGCHCTATTGCT
CCTCCTGTCCHCTGGGAfl
CGTAATCCCWGCAGTCTACA
TCCTGGGACACUCTCTGW
CCCCGTGTGACGGTAGT
ACGCWTGCHGATCHGG
GCGGAGAGACTGI I I IGCH
CTGACHCTCGCTCCMACH
GCTGCI iii IACCTTTGACAC
GTCCTCAATAGTGGGGTCGT
GTGCAGAGACAGCAGGTCA
TCAAATCATCCAHGCHGG
GTGATGAHCTGCCCTCCTC
GGCATGGACTGTGGTCATGAG
Gene Symbol Froward Primer’ Reverse Primer1
1: Annealing temperature was 62 oc for ail amplification systems.
Supplementary materials
Table 2. Sequence of the double-stranded oligos used for EMSA.
Gene 2
- 3
Symbol 011go Id Forward sequence Justification (ref.)
EBS-F ATAAACAGGAAGTGGN/A (Poirel, H et aI. 1997)
mESS-F ATACACCAAGTGG
AKR1 c
AKR1 Cl-11 76-F GAGCCACTCCAGAAATAAATAAGT
c
mAKR1CI-1 I 76-F GAGCCACTCCCCAWWTMGT
AKR1 C3 AKRI C3-1 21 3-F TGCACGTCTCHCCCCTAATCTCT E
mAKR1 C3-1 21 3-F TGCACGTCTCTtGGCCTMTCTCT
1L18-1103-F TATGACHCCCGWTGAAAACCC
mlLl8-l 103-F TATGACHCCCCTAATGAAAACCC
IL1 8 IL1 8-11 7 11 55-F CACCAAGCACHCCAGCCACCCTGCCACAGACTÎCCmGTAATCA
D
mILI 8-1177-1 155- CACCAAGCACHGGAGCCACCCTGCCACAGACHGGmGT
FDP AATCA
LUM-375-F CAmGCGTTflCCTGAAAUAH B fGrover, J et al.
LUM mLUM-375-F CAGCGflTtGTGWflAfl
2000), C
LUM-401F AGGGATTCAAUCCTCTGAGTCTG B (Grover, J et al.
mLUM-401-F AGGGAHCAAHGGTCTGAGTCTG 2000)
PHLDA1 +238-F GAGCCGCCTRTCCGCTGGGTGTC B (Meier-Noorden, M
PHLDA1 mPHLDA1 +238-F GAGCCGCCflTTGGCTGGGTGTC
et al. 2004), C
PHLDA1 +399-F GCTGTCCCTCTGCCGGGACCCAGA
mPHLDA1 +399-F GCTGTCCCTCTGGTGGGACCCAGA
PTGER4+36-F CAGCCCGAGAGGAAGATGAACAGC
C
PTGER4 mPTGER4+36-F CAGCCCGAGACCAAGATGAACAGC
PTGER4-381 -F CCCGCGGACAGGAGGTTCAAGW
E
mPTGER4-381-F CCCGCGGACACCAGGHCAAGW
PTGS2-397-F flCCTGGAGAGGAAGCCMGTGTC
-
mPTGS2-397-F HCCTGGAGACCAAGCCMGTGTC
PTGS2 PTGS2-1 63-178-1 87- HGGGGCAGCUCCTGGGTHCCGATUTCTCATTtCCGTGG
B ‘How LR et alF GTAAAA
2c01-L Yetal
mPTGS2-1 63-178- 77GGGGCAGCHGGTGGGflTGGGATRTCTCATITGGGTG 2004)187-FDMP GGTAAAA
SPHK1 -1407-F TCACCHCCCGGAACGCGCTCGGG
C E
SPHKJ mSPHK1-1407-F TCACCHCCCTCAACGCGCTCGGG
SPHKJ -621-F TGCAGCGTCGGGAAGTTAAAWA
C E
mSPHK1-621-F TGCAGCGTCGCC&AGHAAAAATA
TP53-279-271-F GTGATAHACGGWGCCUCCTWM.ATGA A (Venanzoni, MC et
aI. 1996),
mTP53-279-271-FDP GTGATAflACCCA4AGCCflGGTAAAATGA D
TP53 TP53-1671-F ACTCTGACCAGGAACCACTGAG C
mTP53-1 671-F ACTCTGACCACCAACCACTGAGAA
TP53-2004-F TCAAGATGCAGGAACCGTCAGGAG
C
mTP53-2004-F TCAAGATGCACCAACCGTCAGGAG
VEGF-91 l-F ACCACACAGCUCCCGHCTCAGC
VEGF mVEGF-91 1-F ACCACACAGCUGGCGTTCTCAGC
VEGF+354-F GAGAAGTCGAGGAAGAGAGAGACG
c
mVEGF+354-F GAGGTCGACCAtGAGAGAGACG
NIA: flot applicable. 1 m: mutant sequence; number position of cote sequence relative to the transcription initiation site(reference: NCBI genome browser). 2Reverse sequence is complementary; BoId sequence: ETS core consensus site;
Underlined sequence: ETS core consensus with introduced mutations. : A: verifled EBS by gel shiWsupershift or mutation
analyses; B: located in a regulatory region as determined by deletion mapping; C: EBS conserved between human and
mouse (ConSite); D: two predicted EBS in proximity; E: Iocated near a predicted PAX binding site as determined wfth
Matinspector.
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Table 3. Putative EW6 modulated genes listed by category.
Class Gene symbol Affy. probe fold modul.1 F-test
ABC transporter ABCC3 208161_s_at -6,58 8,70E-04
angiogenesis DTR 222076_at -3,35 9,18E-04
1L18 206295_at -2,62 3,84E-04
NUDT6 220183_s_at -2,76 3,83E-03
SPHK1 219257_s_at 3,20 1,10E-05
VEGF 210512_s_at 3,71 6,71E-05
apoptosis IL1 8 206295_at -2,62 3,84E-04
PHLDA1 217996_at 2,38 931E-07
PHLDA1 217997_at 2,43 5,54E-06
SOX4 201418_s_at 2,10 9,21E-04
SPHK1 219257_s_aL 3,20 1,10E-05
TP53 201746 at -2,17 8,25E-05
Ca2+Icalmodulin-dependent protein kinase CAMKK2 21 0787_s_at -4,61 4,31 E-03
ceil adhesionlcellular matrix FLRT3 219250_s_aL -3,01 9,73E-04
KRT17 205157_s_at 4,19 1,73E-04
KRTJ7 212236_x_at 2,89 3,06E-05
1L18 206295_at -2,62 3,84E-04
LIM2 22051 9_s_at -3,54 1,91 E-03
LUM 201744_s_at -2,58 6,12E-05
NINJ2 219594_at -2,20 1 .37E-03
PHLDA1 217996_at 2,38 931E-07
PHLDA1 217997_at 2,43 5,54E-06
PTPRF 200635_s_at 2,24 9,70E-06
RRAS 212647_at -2,56 9,69E-04
celi growthlproliferation DTR 222076_at -3,35 9,18E-04
FHL1 21 4505_s_at -2,05 2,03E-04
KLF4 221841_s_at 3,49 1,36E-05
NUDT6 220183_s_at -2,76 3,83E-03
RRAS 212647at -2,56 9,69E-04
SPHK1 219257_s_at 3,20 1,10E-05
TP53 201746 at -2.17 8,25E-05
ceil morphologylcytoskeleton PHLDA1 217996_at 2.38 931E-07
PHLDAJ 217997_at 2,43 5,54E-06
cholesterol metabolism DHCR7 201791_s_at -2.19 3,68E-05
FDFT1 208647_at -2,13 1.25E-07
FDFT1 210950_s_at -2,53 6,49E-07
HMGCS1 205822_s_at -2,84 3,93E-04
HMGCS1 221 750_at -3,01 1 .72E-04
IDI1 204615_x_at -2,36 3,40E-06
1011 208881_x_at -2,23 2,53E-06
LDLR 202067_s_at -5,80 6,11 E-04
SC4MOL 209f 46_at -3,48 1.12E-04
SOLE 213577_at -2,20 4,70E-04
DNA repair W53 201746_aL -2,17 8,25E-05
TREX1 205875_s_at -2,17 4,04E-04
glucose metabolism G6PC 206952_at 7,17 3,28E-04
G6PD 202275_at -2,35 3,01 E-06
heat shock protein activity DNA]B1 200666_s_at 2,10 4,53E-06
HSPA1A 200799_at 2,70 2,13E-06
HSPA1A 200800_s_at 4,19 1.47E-05
HSPA1B 202581_at 2,71 1,10E-04
hormone metabolism AKR1C1 209699_x_at -4,28 3,78E-05
AKRI Cl 21 1653_x_at -5,08 2,84E-05
AKRJC3 209160_at -5,17 2,68E-06
HSD17B7 220081 x_at -2,05 3,15E-03
immune response C3 217767_aL -2,50 451E-04
CXCL2 209T74_x_at 2,49 9,07E-04
1L18 206295_at -2,62 3.84E-04
OASL 210797_s_at -2,18 1,52E-03
PTGER4 204897_at -2,09 3,68E-04
PTGS2 204748_at 3,34 1,48E-05
5PFIK1 219257_s_at 3,20 1,10E-05
Intra-cellular transport APBA1 206679_at -5,14 4,29E-03
SEC14L1 202083_s_at -2.48 1,13E-03
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Table 3 (continued)
Class Gene symbol Affy. probe fold modul. F-testion transport CLIC3 219529at -5,74 2,31 E-05
KCNAB2 21 179 1_s_at -3,04 2,79E-04
KCTD7 213474at -4,66 5,93E-04
PKD2L1 22W61_at 4,31 3,10E-03
SLC12A3 208354_s_at -25,51 1,77E-05
SLC12A3 215274_at -2,73 1,18E-04
3LC38A6 214830_at -2,48 4,07E-04
SLC7A4 214406_s_at 2,09 3,56E-04Iipid metabolism CROT 204573_at -2,26 1.84E-03
HMGCS1 205822_s_at -2,84 3,93E-04
HMGCS1 221750_at -3,01 1,72E-04
LPIN1 212274_at -3,41 7,08E-03
PECR 221142_s at -2,58 7,50E-04
macrophage scavenger receptor MSR1 214770_at -11,54 4.34E-03
muscle-related FHL1 214505_s_at -2,05 2,03E-04
MY19 201058_s_at -4,23 3,62E-04
neuropeptide receptor activity GPR147 221 387_aI 2.59 1,69E-04phosphatase activity
PPP2R2B 213849_s_at -2.66 3,48E-03
PPP3CC 207000_s_at -2,04 8,99E-04phosphatidylinositol pathway IMPA2 203126_at -2,49 9.97E-06phospholipase inhibitor actlvity ANXA4 20730f _s_at -2,96 9,60E-05
ANXA4 201302_at -2.10 1,65E-03prostaglandin pathway-related AKR1C3 209160_at -5,17 2,68E-06
PTGER4 204897_at -2,09 3,68E-04
PTGS2 204748_at 3,34 7,48E-05
SOX4 201418_s_at 2.10 921E-04protein biosynthesis MTRF1 219822_at -5,26 6.72E-04protein modification CHST3 209834_at 3,46 3,78E-03
response to temperature change CIRBP 200810_s_at 2.37 1 .84E-04
transcription CRSP2 217120_s_at -2,04 1,50E-03
FOXD1 206307_s_at 2,36 5,48E-04
GABPB2 204618_s_at 2,31 3,32E-03
KLF4 221841_s_at 3,49 1,36E-05
SOX4 201478_s_at 2,10 9,21E-04
TP53 201746_at -2,17 8,25E-05
ZHX2 203556_at 2,70 2,99E-04
ZNF2978 204182_s_at -3.53 1 .44E-03
ZNF81 215901_at -5,57 1,89E-03
ubiquitination pathway SMURFI 212668_at -6,03 7,67E-03
unknown ASB9 205673_s_at -2,23 4,22E-05
Cl lorfB 20547 3_at -2,69 5,25E-04
C9orf38 208077_at 3,73 2,76E-03
DKFZP586A0522 207767_s_at -3,92 2.03E-05
EST1O51 215545_at -2,06 2,24E-03
EST1383 216189_at -3.36 1,94E-03
EST2140 221878_at -4,35 1,00E-05
EST635 214110_s_at -3.81 6,79E-04
GABARAPL1 21 1458_s_at -2,81 4,57E-03
KBTBD4 218569_s_at -2,91 1,42E-04
MGC4504 219270_at 15.15 9,22E-07
MGC4809 221879_at -5,72 3,78E-06
PLAC8 219074at -2,04 2,52E-04
PP2447 221807_s_at 2,50 1,33E-03
THEM2 204565_at -2,48 2,53E-07
TMEFF1 205122_at 2,08 2,33E-03
TRIM16 204341_at -2,53 2.07E-04
TfC15 203122_aI -3,21 4.70E-03Genes may be part of more than one category. Categories were arbitrarily defined based on LocusLink fnow Gene)summanes and Gene Ontology terms. 1Negative numbers: down-regulaflon; positive numbers: up-reguation.
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LEGENDS TO FIGURES
Figure 1. EW6-inducible HeLa ceil unes and time course induction for
microarray experiments. A) EW6 protein expression before (-) and after (÷) its
induction by the addition of doxycycline (DOX) in the culture medium. Western
blots on whole ceil extracts from representative inducible clones (#6, 7, 41 and 56)
with an EW6 antibody. B) Induction of EW6 expression by the addition of
doxycycline to the culture medium of Vi (vector alone) and EW6-56 celI clones.
Western blot on whole cell extracts from Vi and ETV6-56 clones isolated at
different time points post-induction (0h, 4h, 8h, 12h, 24h and 48h). C). ETV6
expression in V1 and in EW6-56 ceIl clones at different time points post-induction
with doxycycline as determined by microarray hybridization from 3 different
experiments. p60 and p50 represents two EW6 isoforms.
Figure 2. Stepwïse statistical analytical procedure to identify EW6-
modulated genes from mïcroarrays data. A) Description of the analytical filters
applied to identify ETV6-modulated genes (see text for details). B) FoId
modulation of the genes that came out 0f the statistical analysis in Vi and ETV6-56
clones. Each dot represents one particular gene plotted on two axes, X-axis for
folU modulation in Vi and Y-axis for fold modulation in EW6-56. FoId modulation
is the ratio of the highest (up-regulation) or Iowest (down-regulation) value of the
time course over the value at 0H. Vertical red unes depict the 2-fold modulation
limit in Vi under (down-regulation) or over (up-regulation) which genes show a
high modulation in Vi and in the same direction as in EW6-56. Modulation of
genes plofted beyond these limits is not likely to be specific to the induction of
EW6. The diagonal red line depicts a region where modulation is the same in Vi
and EW6-56. Modulation of genes plotted close to this line is likely not to be
specific to the induction of EW6.
Figure 3. Numbers of EW6-modulated genes in various categories. EW6-
modulated genes were classified by categories based on information available in
158
Locus Link, Gene, Gene Ontology terms, and on the published literature.
Categories containing more than 2 genes are shown and the number of genes in
each category is plotted. The “Other” category shows the number of genes that
were classified in categories containing less than 3 genes.
Supplementary materiais.
Figure 4. Representative EW6-moduiated gene patterns over time.
Expression modulation resuits over time for genes PTGS2 (up-regulated) and LUM
(down-regulated) were obtained by microarrays hybridization and Q RT-PCR in VI
and EW6-56 clones. Q RT-PCR results corne from at least two independent
experiments.
Figure 5. Representative resuits of electromobiiity shift assays (EMSA).
Representative resuits of EMSA performed with the EBS consensus (A), LUM-401
(B), PHLDA1+399 (C), AKRICI-1213 (D) or 1L18-1150 (E) probes in the indicated
nuclear extracts (VI and ETV6-56 flot induced (0H); EW6-56 4H hours after
induction; 697 and Reh celis. The arrows in (C) point to a band doublet that shows
differential intensities depending on the celi une.
Figure 6. Expressions of lLl8, LUM, PTGER4, TP53 and SPHKI correlate with
that of EW6 in pre-B leukemia samples. A) Expression of the 10 validated
genes as welI as that of EW6 was evaluated by real-time quantitative RT-PCR in
pre-B leukemia sarnples. Relative expression leveis (median value of ail
samples=1 00) of the indicated genes were plofted in boxplots by groups according
to their ETV6 expression status. Squares in the boxes represents the 50m
percentile (median), whereas the iower and upper iimits of the boxes represent the
25th and 75111 percentiie, respectively. The lower and upper vertical unes outside of
boxes represent the lowest and highest expression values, respectively, lying
within the range of 1.5 tirnes the interquartile distance (IQD) (box height) from the
boundaries of the boxes. Values with expression distance between 1.5 and 3
times the 1QD lower or higher than the boxes (outliers) are depicted by circles and
values with expression distance of more than 3 times the IQD lower or higher than
the boxes (extremes) are depicted by asterisks. Expression values were
159
compared between groups (EW6 expression status) using the Mann-Whitney non
parametric test (p-values shown in the right upper corner of boxplots). Expressions
of 1L18, LUM, PTGER4, TP53 and SPHK1 showed a direct correlation with that of
EW6. B) Scaffer plot of PTGER4 vs EW6 expression. Each dot represents the
expression of one sample and the line represent the calculated trend. Linear
regression analysis was performed for ail the validated genes. Coefficient of
determination (r2), correlation coefficient (r) and p-value are indicated for PTGER4.
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25 Étude des connexions entre les gènes modulés par EW6
Introduction à l’article
Les travaux présentés à la section 2.4 ont identifié 87 gènes modulés par
EW6 selon différents profils dans le temps. Nous avons émis l’hypothèse que les
gènes modulés selon un profil similaire partagent des caractéristiques
fonctionnelles et moléculaires. Un certain nombre de questions ont été posées
dans la présente étude. Les gènes modulés selon un profil similaire: 1) partagent-
ils des caractéristiques biologiques communes? 2) présentent-ils des similarités de
séquence au niveau de leur promoteur? 3) partagent-ils des éléments cis prédits
communs? Y a-t-il des éléments cis prédits qui sont davantage représentés dans
le promoteur des gènes modulés par EW6? Plusieurs outils bio-informatiques ont
été utilisés pour regrouper (clustering) les gènes selon différentes approches,
notamment la base de données de termes biologiques descriptifs de Gene
Ontology, le programme d’alignement de séquence Dialign et le programme de
recherche d’éléments cis conservés au cours de l’évolution ConSite. Les
regroupements générés à partir des données recueillies par ces différents outils
ont été comparés aux regroupements effectués selon l’expression. Nous avons
montré que plusieurs gènes, qui étaient regroupés selon les différentes approches
décrites, l’étaient aussi selon leur profil d’expression suggérant des critères selon
lesquels certains gènes sont co-modulés. Nous avons également montré que des
éléments prédits liant des facteurs de transcription de la famille NF-kB étaient
sous-représentés dans les promoteurs des gènes modulés par EW6. P. Beaulieu
a programmé des outils bio-informatiques permettant d’utiliser certains outils
disponibles sur le web de façon automatique ainsi que des outils de requêtes
automatiques, de données, de bases de données publiques et d’organisation de
données. Pour ma part, j’ai conçu et effectué toutes les analyses bio
informatiques, en plus de rédiger le manuscrit. D. Sinneil a participé à la
conception de l’étude, a supervisé le projet et a participé à la rédaction du
manuscrit. Le manuscrit a été soumis à « BMC Bioinformatics ».
Connections between ETV6-modulated genes: an
association study
1Gino Boily, 1Patrick Beaulieu, 1’2Danïel Sinneff
1Division of Hemato-oncology, Charles-Bruneau Cancer Center, Research Center,
Sainte-Justïne Hospital; 2Department of Pediatrics, University of Montreal
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Abstract
Background
Accumulating genetic and functional evidence points to EW6 as being the
most probable tumour suppressor gene targeted by the deletions of chromosome
12p12-13 that are observed in various cancers, particularly childhood pre-B acute
lymphoblastic leukemia. We recently reported a list 0f 87 genes modulated by
EW6, a ubiquitously expressed transcription factor of the ETS famiiy with very few
known targeted genes. These EW6-moduiated genes can be divided in a number
of groups based on their expression paftern in a timely manner. We asked the
question whether genes presenting a similar profile of modulation also share
biological features, promoter sequence similarity and/or, transcription factor binding
sites (TFBSs).
Resuits
Using an exploratory approach based on hierarchical clustering expression
data, Gene Ontology (GO) terms, sequence similarity or evolutionary conserved
putative TFBSs, we found that many genes presenting similar expression profile
also share biological features and/or conserved predicted TFBSs but rareiy present
detectable promoter sequence simiiarity. These findings suggest that genes
sharing similar expression profile are often associated with reiated functions and
also support the combinatorial hypothesis of gene regulation, which propose that
combinations 0f TEs act together on co-regulated genes’ regulatory regions. in
addition, we compared the proportion of genes presenting any conserved predicted
TFBSs of the JASPAR database in the promoter of genes from three gene iists: 1)
EW6-modulated genes, 2) EW6-non-modulated genes and 3) ETS-regulated
genes. We found that the NF-kB, c-REL and p65 TFBSs, ail binding IFs of the
REL class, are under-represented in EW6-modulated genes compared to ETV6-
non-modulated genes, whereas Broad-complex 1 tended to be over-represented.
NF-Y and Chop/cEBP were over-represented in the promoter of ETV6-modulated
genes compared to ETS-regulated genes taken as a whole.
Conclusions
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These analyses wïll help to direct further studies intending to understand the
role of EW6 as a transcriptional regulator and to constmct the EW6-regulatïng
network.
Background
Transcription is one of the main levels of gene expression regulation.
Amongst the actors involved in this process, transcription factors (TFs) are trans
elements regulating the rate of transcription of particular genes by binding to cis
acting elements known as transcription factor binding sites (TFBSs). They are
thought to act as “bridges” between DNA regulatory regions of target genes and
the effectors of the processes involved in transcription. However, the whole
repertoire of genes targeted by a TF is not necessarily modulated at the same time
or in the same direction. For instance, depending on the ceil context, interactions
between TFs and their partners will be more or less favourable to modulation of
particular genes resulting in specific functional consequences (Alvarez, M et al.
2003).
The mechanisms underlying the co-regulation of subsets of genes are still
largely elusive. It is currently thought that particular TFs act together in different
combinations and that, depending on these combinations, they coordinately
regulate particular groups of genes (e.g. (Nishio, Y et al. 1993; Christoffels, VM et
al. 1998)). It is also suggested that combinations of TF5 can be found as modules
in the promoter of co-regulated genes (Kiingenhoif, A et al. 2002). Based on our
actual understanding of transcription, it can be hypothesized that some TEs act
together in the regulatory region of a limited group of genes leading to the co
regulation of them and eventually, will affect biological processes at the cell, tissue
and organism level. If this holds taie, one cou Id expect that co-regulated genes will
share common features in their promoter.
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Since the activities and capacity of interaction of a TF are somewhat hmited
to its physicai and chemical features, it is intuitiveiy expected that its resulting
effect wïll functionally converge on relatively few cellular processes. The
combinatoriai use of microarray data and Gene Ontology (GO) descriptive
biologïcal terms (Ashburner, M et al. 2000) is a suitable approach to provide
ïnsights into functions of gene products and has been used in several studies (e.g.
(Abba, MC et al. 2005; Patil, MA et al. 2005)). However, it is stili not known if genes
with similar expression profiles are necessarily associated to similar biological
features. If so, one could expect that co-regulated genes will share GO terms.
EW6 is a TF of the ETS family that is inactivated in childhood pre-B acute
lymphoblastic leukemias (Kim, DH et al. 1996; Cave, H et al. 1997; Montpetit, A et
al. 2002; Montpetit, A et al. 2004). We have recently identified 87 putative EW6-
modulated genes using an inducible celi system and microarrays in a time course
study (Boiiy, G et al. 2005). Aithough it is flot yet known if these genes are ail
directly targeted by EW6, their expression intensity changed upon one stimulus,
the induction of EW6. These genes can be clustered in a number of groups based
on the similarity of their expression profiles. What are the mechanisms responsible
for the modulation of certain genes in the same amplitude or paffern in time is an
interesting question that stiil remains to be answered. To better understand these
mechanïsms, we used the EW6-modulated gene list along with computer-based
tools such as ConSite, Dialign and clutering methods to address the following
questions. Do genes with similar modulation profiles share: 1) bioiogicai features?
2) sequence similarïty in their promoter? and/or 3) TFBS in their promoter? We
aiso asked whether some TFBS5 are over- or under-represented in EW6-
modulated compared to EW6 -non-modulated and ETS-regulated genes.
Resuits
Taking advantage of an ETV6 inducible system and of microarray analysis,
we recently reported a list of 87 genes modulated in time (0h, 4h, 12h and 48h)
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after the induction of EW6 (Boily, G et al. 2005). These genes can be clustered in
a number of groups based on their modulation profiles. To beller understand the
mechanisms responsible for the observed co-modulation of ETV6-modulated
genes, we assessed whether genes with similar expression modulation, both in
amplitude or in paffern, share common features. We addressed this question by
performing association studies using a three-step gene clustering strategy depicted
in figure 1, which is based on the assumption that genes with similar profiles might
share biological features (GO terms), conserved TFBSs and/or promoter sequence
similarity. In other words, these relationships should be revealed as co-clusters.
First, we grouped the genes based on their expression modulation over
time. We chose hierarchical clustering (HC) over methods such as K-means
clustering, because the resulting grouping ïs exact, In other words the same tree
will be obtained over and over if the analysis is repeated with the same data. The
resulting expression trees were divided into expression groups, based on visual
distances between nodes, and a colour code was assigned to each group (figure
2). Three different distance metrics were used to build the trees, each of them
reflecting a conceptually different type of co-modulation (see Materials and
Methods). Note that, depending on the distance metrics used, the shape of the tree
and genes within groups may be very different (figure 2). To determine whether
any of these expression groups share biological features we used Gene Ontology
(GO) terms, which is probably the best currently avaïlable system to group genes
under biological features. Ihe GO project is a collaborative effort that describes
gene products into three organizing principles according to their associated
biological processes, cellular components and molecular functions (Ashburner, M
et al. 2000). b group EW6-modulated genes based on their bïological features,
we built binary matrices with the ETV6-modulated genes and GO terms of the 1, 2
or aIl 3 organizing principles (see Materials and Methods). These matrices were
then used for hierarchical clustering, resulting in trees where genes sharing GO
terms were doser together (figure 3). To determine whether genes with similar
expression profiles share common biological features, GO term trees were
compared to expression groups (see figure 2) by assigning an expression group
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colour to every gene in the GO term trees (figure 3). Using the Fisher’s exact test,
we statistically determïned whether expression groups were over-represented in
any node of the GO term trees (colour) than expected by chance (significant
associations are depicted at the bottom of figure 3). Most branches of the GO
terms tree are associated with particular expression groups (depicted by the colour
codes), suggesting that genes shanng biological features are often co-modulated
in similar profiles.
In addition, we also built trees with ternis corresponding to each of the GO
organizing principles (molecular function, biological process and celI component)
taken independently or in combination two by two. A summary of the resulting
significant associations are listed in Table J. 0f note, molecular function GO terms
based clustering gave rise to fewer associations than the other organizing
principles (Table 1). Certain genes often co-clustered together with GO terms and
expression. To visualize which genes most frequently co-clustered together, we
built a binary matnx with genes as a component and association groups by GO
terms as the other component (every group in table 1). This matrix was then used
to build a hierarchical tree where genes with both similar expression pattem and
biological features were doser in the tree (figure 4A). This tree clearly shows that
many genes aiways co-clustered together: MGC4809, ANXA4 and MYL9; 1L18 and
C3; VEGF and CXCL2; PPP3CC and NUDT6; ZNF297B and TP53; ZNF8J and
ZHX2; NINJ2 and FLRT3; SOX4 and FOXDI and PHLDAJ and CIRBP. Other
genes were neyer part of any association like C9orf38, FHLI and IMPA2 for
example (figure 4A). Overail, this tree suggests that genes close together in the
hierarchy may. be co-modulated by EW6 and participate in related biological
features/functions.
To determine the nature of the GO terms responsible for the co-clustering of
genes by expression, we selected only the terms related to at least 2 genes in
every association groups (table 1). Figure 4B presents the terms involved in the
associations by frequency of occurrence. Some terms refer to more general
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meaning like “nucleus”, “integral to membrane” or “microsome”, whereas other
terms have more specific descriptive value like “cholesterol biosynthesis”, “calcium
ion binding” or “immune response”. Thïs analysis suggests that these terms refer to
biological concepts linked to the observed expression co-modulation. In an
independent analysis we selected the GO terms of the genes that were neyer part
of any association despite the tact that they were shared by a certain number 0f
genes. The following GO terms are those that were shared by at least 2 genes:
hydrolase activity (8 genes), signal transduction (6 genes), magnesium ion binding
(5 genes), membrane fraction (4 genes), neurogenesis (3 genes), ceil
differentiation (3 genes), muscle development (3 genes), molecular functïon
unknown (2 genes), biological process unknown (2 genes), extracellular matnx (2
genes), mitochondrion (2 genes) and intracellular signaflïng cascade (2 genes).
This suggests that these terms refer to biological concepts that are Iess Iikely to be
linked to co-modulation.
To assess whether genes with similar expression profiles share promoter
sequences we clustered ETV6-modulated genes according to their promoter
sequence (1 kb upstream of exon 1) similarities using the alignment tool Dialïgn
(Morgenstern, B et al. 1998), and then compared this Dialign tree with expression
groups obtained in figure 2. Considering the same rationale than above, if co
modulated genes share sequence similarity in their promoter, certain expression
groups (colour codes) will be over-represented in a Dialign branch. One large
branch was over-represented in genes of the purpie group 0f HP Oh-48h
expression clustering (figure 5). Other associations implicating smaller branches
and a smaller number of genes were also found (figure 5). Overall, this analysis
suggests that a very limited number of co-modulated genes show extended
promoter sequence similarity, at least as detected by our approach.
Next we wanted to test the possibility that EW6-modulated genes share
common TFBSs. Because the short and degenerate nature of TFBSs Ieads to the
prediction of high rate of false positive putative binding sites (Wasserman, WW and
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Sandelin, A 2004), we applied a phil
ogenetic footprinting approach
that is based on
the premise that functionally
important elements should
be conserved between
species or otherwise lost with
evolution (reviewed in (Zhang, Z and
Gerstein, M
2003)). Toward this goal we chose t
he software ConSite (Sandelin, A et
al. 2004)
to identïfy putative TFBSs co
nserved between human and
mouse. These data
were used to build a binary
matrix and hierarchical tree, a
nd again, this tree was
compared to expression grou
ps depicted in figure 2. As in
most GO term trees,
almost every branch of the
ConSite tree was significan
tly associated to an
expression group (figure 6A). This su
pports the idea that co-modul
ation of genes
may indeed resuits from the
presence of shared TFBSs in
their regulatory region.
10 identify putative TFBSs tha
t could be responsible for the
observed correlations
with expression and to potenti
ally identify putative ETV6 tran
scriptional partners in
modulation, we examined the
binary table that gave rise to
the ConSite tree and
selected TFBSs that were det
ected in the promoter of at
least 2 genes of every
association group (see figure 6B). So
me TFBSs were frequently ob
served, notably
Sox-5, Snail, SQUA, c-FOS, bZIP9
IO and most interestingly E74A
, a known ETS
TFBS, which provide a validat
ion of this approach.
Finally, we determined without
consideration of expression p
rofiles, whether
predicted TFBSs were prefer
entially associated with promo
ters of ETV6-modulated
genes EW6 compared to E1
V6-non-modulated genes and
genes known to be
regulated by other human m
embers of the ETS family. A
il conserved predicted
TFBSs in the promoters of the
66 studied ETV6-modulated g
enes, 100 EW6-non-
modulated genes and 67 ETS
-regulated genes were retriev
ed using ConSite (see
Materials andMethods for deta
ils). The number of genes containin
g every TFBS in
each gene Iist was calculated
and the proportion of genes
containing at least one
TFBS was compared betwee
n groups using the Fisher’s e
xact test. CF2-ll as well
as IFs from the NF-kB fam
ily (c-REL, NF-kB and p65) were s
ignificantly under
represented in the EW6-mod
ulated group compared to the
ETV6-non-modulated
genes (Table 2, figure 7). NF-kB and
p65 were also under-represen
ted in ETV6-
modulated vs ETS-regulated
genes. Although we observe
d an under-represention
of Thingl-E47 and RREB-1
in ETV6-modulated genes as c
ompared to ETV6-non-
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regulated genes, statistical significance was not reached (Table 2, figure 7).
Thingl-E47 trend to be over-represented holds also twe for ETS members in
general (table 2, figure 7). As compared to ETS-reguiated genes, the proportion of
ETV6-modulated genes containing Chop-cEBP and NF-Y was higher (table 2,
figure 7). Surprisïngly, E74A, a TFBS binding ETS TFs, showed a tendency to be
under-represented in the EW6-modulated group compared to EW6-non-
modulated group (table 2, figure 7). However, note that, as opposed to what one
could expect, E74A was flot over-represented in validated ETS-regulated genes
either (table 2, figure 7). Also of interest, the abundance of genes containing the 2
other ETS TFBSs present in the JASPAR database, NRF-2 and SAP-1, were not
significantiy different in either group (table 2).
Discussion
To beffer understand the impact of EW6 alterations in leukemogenesis we
need to initiate the construction of the EW6-related gene regulation networks.
Toward this goal, we recently identified 87 EW6-modulated genes using an
approach combining the use of an EW6-inducible system and microarrays
analyses (Boily et aI. 2005, submiffed). Here, using these putative EW6 targets we
performed in silico analyses to assess whether genes with similar expression
profiles also share other biological or promoter features. We combined the use of
three different methods of clustering to group genes according to their expression
because different distance metrics refiect different concepts (Draghici, S 2003).
This has been a suitable strategy since, of ail the hierarchicai trees that were
compared to the expression groups, some showed significant associations with
either of the three expression groupings, thus revealing doser associations to a
more definite type of co-modulation.
We examined whether genes moduiated in similar profiles by EW6 share
common biological features based on the expectation that co-regulated genes
might encode functionally related proteins (e.g. E2Fs during ceil cycle;(Blais, A and
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Dynlacht, BD 2004)). Although genes sharing biological features do flot ail show
the same expression profile, we found that many genes closely related by
biological features shared a similar expression profile more often than expected by
chance. This suggests that EW6 might indeed regulate genes involved in
particular functions. Although this approach was Iimited by the existing annotation
of genes based on GO terms, some of these terms were informative and may bring
ciues to the functions of EW6. 0f note the term “ceil adhesion”, a process in
whïch EW6 is known to participate was identified. On the other hand, other terms
such as cholesterol biosynthesis, steroid biosynthesis and isoprenoid biosynthesis
or immune system have neyer been associated before to ETV6.
The combinatorial hypothesis of gene transcription regulation is the basis of
many approaches to understand regulation. This was well illustrated in a study
performed in S. cerevisiae to decipher regulatory networks by searching for
combinations of TFBSs in the promoter of genes and by evaluating the overali
similarity of expression profile of genes containing any given combination (Pilpel, Y
et al. 2001). Different approaches have been developed to find modules of TFs in
the promoter of different genes that could be responsible for their regulation
(Klingenhoif, A et al. 2002). However, characterization of functional TFBSs is stili
far from being exhaustive because most studies reiy on predictions. Recently, it
has been proposed that phylogenetic footprinting might be a suitable approach to
decrease false positive predictions while keeping most true ones (Lenhard, B et al.
2003). Using this approach we identified genes presenting similar TFBSs in their
promoter region and sharing similar expression profiles thus supporting the
combinatorial hypothesis. Taken together these observations support the notion
that genes sharing a similar profile of modulation in a particular context can be
involved in related biologicai functions. This is in agreement with the idea that
particular combinations of TEs act together on regulatory regions of genes to
modulate them in a similar profile, in other words, TFs would bïnd their respective
binding sites in the regulatory regÎon of genes that wouid then be modulated in a
similar way. The common TFBSs would have been conserved through evolution,
which would assure the co-regutation of the genes in given biological pathways or
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molecular mechanisms thus allowing association between co-modulation and
biological features.
Interestingly, TFBSs of AML1 and of two Sox family members, Sox-5 and
SOX17, were found in the promoter of genes that shared expression profiles.
AML1 was previously shown to interact and to regulate transcription together with
members of the ETS family of TFs (Ito, Y 1999; Lacorazza, HD and Nimer, SD
2003). There are also evidence that ETS TFs can cooperate with Sox4 and Sox2
to regulate transcription (McCracken, S et al. 1997; Haremaki, T et al. 2003). In
addition, we found that three conserved TFBSs of the REL class, p65, c-REL and
NF-kappaB, were under-represented in the promoter of the ETV6-modulated
genes relative to EW6-non-modulated genes. NF-kappaB and c-REL were also
under-represented in EW6-modulated genes compared to ETS-regulated genes.
The meaning of this finding is flot clear but it suggests that ETV6-modulated genes
are in general less subject to NE-kB regulation. NF-kB family of TEs are involved in
numerous molecular functions includïng inhibition of apoptosis, proliferation, ceil
adhesion and angiogenesis (Baldwin, AS 2001). Chop-cEBP and NF-Y were over
represented in ETV6-modulated genes compared to ETS-regulated genes, and the
TFBS Broad-complex 1 showed a tendency to be over-represented in EW6-
modulated genes compared to EW6-non-modulated genes. Chop/Gaddl 53
participate in endoplasmic reticulum stress and ceIl growth arrest (Oyadomari, S
and Mon, M 2004). It can heterodimenize with CIEBP and represses its binding to
common class sites but bind as a heterodimer on other binding sites (Ubeda, M et
al. 1996). NE-Y is a CAAT binding TFs that act on a wide range of promoters
(Mantovani, R 1998). Broad-complex 1 is a Drosophila TEs involved in the tissue
specific response to ecdysone (von KaIm, L et aI. 1994). These data warrant
further studies 0f the ETV6-modulated gene promoters to delineate the EW6-
related regulation network.
Conclusions
17$
We found that gene expression profiles were often associated with
biological features and conserved TFBSs but poorly associated to promoter
sequence similarity. In this regard we observed that some TFBSs are under
represented in the promoter region of ETV6-modulated genes, notably those of the
NE-kB family, and that other TFBSs, like Chop-cEBP and NFY, are over
represented in EW6-modulated genes compared to ETS-regulated genes as a
whole. This study reveals some biological features that may be functionally
relevant to understand the function of ETV6 and that TFBSs might act in
combination wïth ETV6 to participate in co-modulation of genes.
Methods
Gene lists
The EW6-modulated gene list was generated from a global expression
analysis performed at different time points (0h, 4h, 12h, and 48h) following
induction of EW6 in HeLa ceils (Boily, G et al. 2005). The use of stringent filters
allowed us to find 87 EW6-modulated genes (Boily, G et al. 2005). These genes
and expression data are the basis of the computer-based analyses in this paper.
Two other gene lists were used for comparative analyses. First, ETV6-non-
modulated genes are a random selection of 100 genes from our microarrays
analysis with no association with ETV6 state of expression (ANOVA p-values >
0.5): ALDHIA2, AOC3, AP1G2, ATP6M, B4GALTI, C8orM, CACNA2D3,
CACNB2, CENPF, COLI4A1, CYP2A6, DAB2, DACH, DCI2, DCN, DJ4620232,
DKFZP547E1, E1B-AP5, E2F1, EEE1B2, EMKI, ERPROT2I3-21, EST1IO9,
EST1355, EST1953, EST2O5, EST2J21, EST2198, EST29, EST677, EST744,
EST886, EST988, F2RL2, FEMJB, FLJ12847, FLJ13842, FLJ20087, FLJ20552,
FOSL2, FSP-2, G7C, GAB1, GPM6B, GPR57, HAIK1, HNRPHJ, HNRPU,
HOXDI2, HRMTIL3, IGHM, lL24, ITGB5, KCNC4, KIAAO13O, KIAAO136,
KIAAO45O, KIAAO685, K1AA0737, K1AA0863, KIAAO931, KIAA1 025, LOC51 622,
MADH5, MCCC2, MEF2C, MGC14258, MGC19595, MGC2650, MGC2668,
MRPL42, NESP55, NR2E3, OSBPL2, PPP2R5C, PR02714, PRSS8, RABGGTB,
RAII5, RAPSN, RBBP9, RGS14, RPA2, SCAND2, SDR1, SET, SFRS4,
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SLC25AI2, SLC35A3, SNX1O, STAT2, TM4SF4, TNXB, TR1M14, TRIP3, TUBAI,
UCP1, VASA, XPNPEP2, YWHAZ. Second, ETS-regulated genes are a random
seiection of human ETS TFs target genes Iisted in (Sementchenko, Vi and Watson,
DK 2000): BTK, CCNDI, CD79B, CD8A, CDC2, CDH5, CSF2RA, DEFA1, DEFA3,
EGR1, ENO3, ERBB2, ERF, F3, F9, FCERIA, FES, FLII, FLT1, GP1BA, GP5,
GP9, HBP17, ICAMI, IGJ, 1L1B, 1L2RB, 1L3, IL3RA, 1L5, 1L8RA, ITGA4, ITGAL,
ITGB2, ITGB4, LCK, LCPI, MAGEAI, MCL1, MMP1, MMP3, MSR1, MYB, NCFJ,
NEFL, NFKBI, NUDT6, PLAU, PPBP, PRF1, PRKCH, PSENI, RPL32, SCYA5,
SCYA7, SERPINB5, SFRS5, SP1I, SPRR1A, SPRR2A, TBP, TGFBR2, TIMPI,
TNC, TNFRSF6, VIM, VWF.
Clusterïng by gene expression data
Hierarchical clustering of EW6-modulated genes based on expression data
was done using three different methods, each one providing different conceptuai
information (Draghici, S 2003). The first method used data at 0h, 4h, 12h and 48h
and Pearson correlation distances; the second method used the same data but
Euciidean distances; whereas the third one considered data at 0h and 4h only, with
Euclidean distances. With the first method, genes modulated in the same direction
under a similar paffern over time are grouped together whereas in the second
method, genes moU uiated in similar intensities over time, but not necessariiy in the
same direction, are ciustered doser to each other. The third method aliowed us to
consider mostiy early modulation events. Genes were assigned to groups based
on their proximity in the trees and a colour code was assigned to each group. Most
groups were obviously discriminated because theïr node was separated enough
from other nodes to altow unambiguous grouping but in some cases, closely
related sub-branches were considered both separated and together in the analyses
and different colour codes were assigned to these larger nodes. Ail ciustering wete
performed with the GeneLinker Goid software version 4.0 (lmproved Outcomes
Software, inverary, ON, Canada).
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Ciustering by Gene Ontoiogy (GO) terms.
For ail genes studied, GO terms corresponding to vanous organizing
principles (moiecular function, biologicai process and celi component), were
retrieved from the GO database (Ashburner, M et al. 2000). Binary matrices were
built with genes as one component and GO terms from 1, 2 or 3 organizing
principies as the other component. The value J was given when a term was
assigned to a gene and O when it was flot. These matrices were used for
hierarchicai clustering with Pearson correlation distances so that the more
particular genes were sharing GO terms, the doser they were in the hierarchicai
tree. Ail clustering were performed with the GeneLinker Goid software version 4.0
(improved Outcomes Software, lnverary, ON, Canada).
Clustering by and evoiutionary conserved putative transcription factor binding site
(TFBS).
For TFBSs hierarchical trees, sequence corresponding to 3 kb upstream
and 0.5 kb downstream of the transcriptionai start site from mouse and human
(Genbank database) were submilled to ConSite (mordor.cgb.ki.se/cgi
bin/CONSITE/consite) (Sandelin, A et ai. 2004) to find putative TFBSs conserved
between both species. Orca method (implemented ïn ConSïte) was used for
alignment of sequences, analysis was done for ail individuai TFs, and defauit
settings were used for conservation cutoif (variable), window size (50) and IF
score threshoid (80%). A binary matrix was buiit with genes as one component
and ail the retrieved IFBSs as the other component. The value I was given when
a conserved predicted TFBS was found in the particular gene and O when it was
flot. This matnx was used for hierarchical ciustering with Pearson correiation
distances so that the more particuiar genes shared conserved putative TFBSs, the
doser they were in the hierarchicai tree. Ail ciustering were performed with the
GeneLinker Goid software version 4.0 (improved Outcomes Software, inverary,
ON, Canada).
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Promoter sequence similarity clustering
When data was availabie in GenBank, up to one kb of sequence upstream
of exon 1 of the ETV6-modulated genes was submiffed to Diaiign (Morgenstern, B
et al. 1998) for promoter sequence alignment. Diaiign (www.genomatix.del) has the
option to give back coordinates, which were used to build a.hierarchicai tree by
using the Phylip program (http://evoiution.genetics.washinqton.edu/phyiip.html).
Representation of conserved predicted TFBSs in EW6-modulated genes
The proportion of genes presenting any TFBSs in the 5’ region (3 kb
upstream and 0.5 kb downstream of the transcriptionai start site) of the EW6-
modulated gene list was compared to that of ETV6-non-moduiated and ETS
regulated gene lists. Ail putative TFBSs of the 5’ region conserved between mouse
and human were retrieved for ail genes of the 3 gene Iists using ConSite as
mentioned above (see Clustering by GO and by conserved TFBS). The proportion
of genes presenting every particular TFBS that were found by ConSite was
caicuiated for the three gene lists and compared statistically in a pairwise manner
(Fisher’s exact test).
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Table J. Summary of sïgnificant assocïations found between expression and
GO term trees.
Hier. Clust. Pearson 0H381-j Hier. Clust. Euclid. 0H48H Hier. Clust Euclid. OH4H
Genes Associated terms Genes Associated tenns Genes Associated ternis
Ail GOterms
CIRBP -transcription factor activity ABCC3 -ATP bonding AKR1 Cl -transferase activity
FOXD1 -regulation 0f transcription ANXA4 -intracellular HMGCS1 -cytoplasm
GABPB2 DNA-dependent CAMKK2 -golgi apparatus OASL
KLF4 -nucleus G6PC -calcium ion binding CLIC3 -signal transduction
PHLDA1 GPR147 -integral to membrane PPP2R2B -chloride transport
PTGS2 KCNAB2 -transport SLC12A3 -ion transport
SOX4 LIM2 -transporter activity
-membrane fraction
ABCC3 -immune response MGC4809
AKR1 Cl -ATP binding MYL9
AKR1C3 -intracellular PKD2L1
ANXA4 -transferase activity SEC14L1
CAMKK2 -calcium ion binding SLC7A4
CROT -lipid metabolism TMEFF1
DHCR7 -cytoplasm APBAI -ceil adhesion
FDFT1 -trans-l,2-dihydrobenzene-1,2- FLRT3 -protein binding
G6PD diol dehydrogenase KBTBD4 -integral to plasma membrane
HMGCS1 -aldo-keto reductase aclivity LDLR -receptor activity
HSD17B7 -electron transporter activity MSR1 -lipid transporter activity
IDI1 -binding NINJ2
KCNAB2 -fatty acid metabolism PTPRF
MGC4BO9 -metabolism
MYL9 -sterol biosynthesis
OASL -peroxisome
PECR -endoplsmlc reticulum
PTGER4 -integral to membrane
SC4MOL -steroid biosynthesis
SEC1 4L1 -oxidoreductase activity
SQLE -isoprenoid biosynthesis
-cholesterol biosynthesis
-magnesium ion binding
-transport
-transporter activity
-microsome
GO molecular function terms
FOXD1 -protein binding ANXA4 -calcium ion binding ANXA4 -calcium ion binding
GABPB2 -zinc ion binding LDLR LDLR
KLF4 -transcription factor activity MGC4809 MGC4809
PTPRF MYL9 MYL9
SOX4 PKD2LI PKD2LI
GO blological process terms
DNAJB1 -response to unfolded proteins FOXOI -regulation o! transcription, FOXD1 -regulation o! transcription,
HSPA1B -protein folding SOX4 DNA-dependent SOX4 DNA-dependent
FOXD1 -regulation of transcription, AKR1 C3 -isoprenoid biosynthesis DHCR7 -cholesterol biosynthesis
GABPB2 DNA-dependent FDFT1 -cholesterol biosynthesis HMGCS1
SOX4 1011 C3 -immune response
ABCC3 -transport Cl lorf8 -neurogenesis 1L18 -G-protein coupled receptor
CROT -sterol biosynthesis FLRT3 -ceIl adhesion OASL protein signaling
HSDI7B7 -fattyacid metabolism NINJ2 PTGER4
PECR -metabolism C3 -immune response
SC4MOL 1L18 -G-protein coupled receptor
SEC14L1 OASL protein signaling
SQLE PTGER4
AKR1C3 -lipid metabolism
DHCR7 -isoprenoid biosynthesis
FDFT1 -cholesterol biosynthesis
HMGCS1
1011
LDLR
GO ceil component ternis
CIRBP -nucleus ABCC3 -integral to plasma membrane ABCC3 -nucleus
FOXD1 DTR -membrane fraction DTR
GABPB2 FLRT3 FLRT3
KLF4 LDCR LDLR
PHLDA1 NINJ2 NINJ2
PTGS2 NINJ2 NINJ2
PTPRF SLC12A3 SLC12A3
SOX4
Table 1. (Continued)
Hier. Clust. Pearson OH-48H Hier. CIusL Euclid, OH-48H Hier. Clust EucIid. OH-4H
Genes Associated terms Genes Associated terms Genes Associated terms
GO celi component terms (Continued)
CAMKK2 -intracellular DHCR7 -endoplasmic reticulum G6PC -integral to membrane
SEC14L1 SC4MOL -integral to membrane GPR147
SMURF AXR1C1 -cytoplasm SLC7A4
HMGCS1 TMEFF1
OASL HMGCS1 -cytoplasm
VEGF -soluble fraction 0ASL
CXCL2 C3 -extracellular
Ici 8
VEGF
-soluble fraction
CXCL2
SMURF1 -intracellular
CAMKK2
GO molecular function + biological process terms
DNAJBI -response to unfolded protein CROT
-transferase activily FDFT1 -isoprenoid biosynthesis
HSPAJ B -protein folding HMGCS1 G6PD -cholesterol biosynthesis
ASB9
-isoprenoid biosynthesis OASL 1011 -magnesium ion binding
DHCR7 -cholestetol biosynthesis ABCC3
-transport SC4MOL -oxidoreductase actMty
FDF1
-magnesium ion binding G6PC -transporter activity FOXD1
-transcription factor activfty
G6PD -steroid biosynthesis SEC14L1 50X4 -regulationottranscnption.
HSD1 707 -oxidoreductase activity SLC7A4 DNA-dependent
1011 -metabolism CLIC3 -signal transduction C3 -immune responseSC4MOL -sterol biosynthesis PPP2R2B -chloride transport 1L18 -G-pmtein coupled receptorSOLE SLC12A3 -ion transport PTGER4 protein signaling
FOXDI -transcription factor activity FDFT1
-isoprenoid biosynthesisGABPB2 -regulation cf transcription, 1011 -cholesterol biosynthesis
KLF4 DNA-dependent
-magnesium ion bindingPTPRF -protein binding DHCR7 -oxidoreductase activity50X4 G6PD
SC4MOL
ANXA4 -molecular function unknown
LDLR -calcium ion binding
LPIN1
MGC4809
MYL9
PKD2LJ
SMURF1
ABPA1 -zinc ion binding
CRSP2 -transcription factor activity
FLRT3 -regulation cf transcription.
FOXD1 DNA-dependent
KBTBD4 -celi adhesion
MSR1 -protein binding
NINJ2 -neurogenesis
PTPRF -ONA binding
SOX4 -receptor activity
TP53
ZHX2
ZNF297B
ZNF81
C3 -immune response
lLl 8 -G-protein coupled receptor
PTGER4 protein signaling
GO molecular function + ceP component ternis
CIRBP
-nucleus CIRBP -nucleus CIRBP -nucleus
FOXD1 -transcription factor activity PHLDA1 PHLDAI
KLF4
PHLDA1
PTGS2
SOX4
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Table f. fContinued)
Hier. Clust. Pearson OH-48H Hier. ClusL Euchd. 0H48H Hier. Clust Euclid. OH-4H
Genes Associated terms Genes Associated terms Genes Assoclated terms
GO molecular function + celI component terms (Continued)
NUDT6
-hydrolase activity FOXD1 -nucteus ZNFBI -nucleus
PPP3CC SOX4 -transcription factor activity ZHX2 -zinc ion binding
GPR47 -integral to membrane DTR -integral to plasma membrane -transcription factor activity
TMEFF1 MSR1 -receptor activity FOXO1 -nucleus
LIM2 GPR147 -integral to membrane SOX4 -transcription factor activitySLC7A4 LIM2 NUDT6 -hydrolase activity
DHCR7 -endoplasmic reticulum SLC7A4 PPP3CC
FDFT1
-integral to membrane TMEFF1 DTR -integral to plasma membraneHSD1 787 -oxidoreductase activity ANXA4 -calcium ion binding MSR1 -receptor activitySC4MOL CAMKK2 HMGCS1 -transferase activitySEC14L1
-intracellular LDLR OASL -cytoplasmSMURF1 MGC4SO9 C3 -extracellularMYL9 lLl8PKD2LI
GPR147 -integral to membrane
LIM2
SLC7A4
TMEFF1
ANXA4 -calcium ion binding
CAMKK2
LOIR
MGC48O9
MYL9
PKD2L1
GO biological process + celi component terms
CIRBP -nucleus CIRBP -nucleus CIRBP -nucleus
FOXO1 -regulation 0f transcription, PHLDA1 PHLOA1
GABPB2 DNA-dependent CLIC3 -chloride transport CLIC3 -chlonde transportPHLDA1 SLC12A3 -ion transport CRSP2 -ion transportSOX4
-membrane fraction FLRI3 -membrane fraction
DNA]B1
-responseto unfolded protein Cllorf8 -neurogenesis HSPA1B -nucleusHSPA1B -protein folding FIRT3 -celi adhesion LPIN1 -cell adhesion
-nucleus NINJ2 -integral to plasma membrane NINJ2 -integral to plasma membrane
DHCR7 -metabotism SLC12A3
FDF1 -endoplasmic reticulum TREX1
HSD17B7 -integral to membrane
SC4MOL
-steroid biosynthesis
-cholesterol biosynthesis
CHST3
-integral to membrane
PKD2U
GPR147 -integral to membrane
LIM2
CAMKK2 -intracellular
SEC14LJ
SMURF1
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29 (44)
13 (20)
2 (3)
9(14)
9(14)
4(6)
5 (8)
4 (6)
13 (20)
2 (3)
0 (0)
19 (29)
5 (8)
7(11)
58 (58)
9 (9)
14(14)
11(11)
28 (28)
12(12)
16(16)
18 (18)
14 (14)
16(16)
5(5)
44 (44)
13 (13)
11(11)
34 (51)
9(13)
8(12)
2 (3)
14(21)
2 (3)
3 (4)
15(22)
5 (7)
10(15)
1(1)
16(24)
9(13)
12 (18)
Table 2 - Proportjon of genes in EW6-modulated, EW6-non-modulated and
ETS-regulated groups contaïning any partïcular conserved predicted TFES in
theïr promoter.
Number of genes (%) Fisher’s exact test p-value
Conserved cis- ETV6+ vs EW6+ vs EW6- vselement EW6+ EW6- ETS+ EW6- ETS+ ETS+(ConSite)
E741
1Broad-complex
CF2-ll
Chop-cEBP
c-REL
Hen-1
HFH-J
NF-kappaB
NF-Y
p65
RREB-1
Thingl -E47
NRF-21
SAP-11
0.08 0.49 043
____
0.061 0.36 0.45
__
0.029 0.1
_____
0.82
0.47 0..03 “0.078
0.06 ‘0.36 0.36
0.28 0.44
0.15 0.49
0..034 ‘[0.012 0.55
0.39 •0O4s 0.22
0oo9& ‘0.0” 1.00
0.076 1.00 0.4
0.052 0.56 .008
0.31 0.40 1.0
1.0 0.32 0.25
MemberoftheETS family of transcription factors. EW6+: EW6-
modulated genes, ETV6-: ETV6-non-modulated genes, ETS+: ETS
modulated genes. BolU: p-value < 0.1, grey-shaded: p-value 0.05.
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Figures
Figure I - Schematic representation of the three-step clustering strategy.
Step 1: EW6-modulated genes are clustered accordïng to their expression profiles
in time. Step 2:The same genes were clustered based on their biological features
using GO terms, the promoter sequence similarity using Dialign or the predicted
human-mouse conserved TFBSs found in the corresponding promoters using
ConSite. Step 3: Expression groups obtained in step 1 are statistically tested for
over-representation in any branches of either tree generated in step 2.
Figure 2 - Hierarchical clusterïng of EW6-modulated genes by expression
profiles.
EW6-modulated genes clustered based on their expression at 0h, 4h, 12h and
48h (A and B) or 0h and 4h (C) after induction of ETV6 (Boily, G et al. 2005).
Clusterings were performed using either Pearson correlation distances (A) or
Euclidean distances (B and C). Pearson correlation distance is a metric
considering paffern over intensity whereas the Euclidean distance considers
intensity over paffem. The trees were divided in groups based on the distance
between branches and a co)our was assigned to every gene according to its own
group (colour below gene symbols). When individual groups were relatively doser
together, another colour was assigned to the noUe of their branch (coloured
squares on the tree) and these groups were consider individually and altogether in
the analyses.
Figure 3 - Hierarchical clustering of EW6-modulated genes according b GO
terms and associations with expression groups
Colour codes below gene symbols identify the corresponding hierarchical
clustering expression group observed by: 1) Pearson (HP) correlation distances at
0h, 4h, 12h and 48h (HP Oh-48h),; 2) Euclidean (HE) distances at 0h, 4h, 12h and
48h (HE Oh-48h) and; 3) Euclidean distances at 0h and 4h (HE 0h-4h) (see figure
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2). Expression groups are shown in several rows to reptesent ail the possible
group divisions: for each expression clustering, boffom row shows the colours of ail
individual groups; in rows above, closely reiated clusters grouped together under
the colour of the new node (see figure 2). Values at the bollom are Fishers exact
test p-values applicable for the noUe pointed by the arrow right above the square
and the expression clustering method indicated on the ieft (numbers). The colour
assïgned to the p-value indicates the group over-represented in the branch. The
yellow rectangles contour the genes that are part of nodes where a significant
over-representation is observed.
Figure 4 - Co-clustering of genes by expression and GO ternis and
frequency of occurrence of terms involved in the associations
A. Ail associations between expression and GO terms (table 1) were used to build
a hierarchical tree in which the more genes co-ciuster together, the doser they are
in the tree. B. Terms involved in the associations (table 1) were counted and
plotted by frequency of occurrence.
Figure 5
- Hierarchical clustering of EW6-modulated genes by promoter
sequence similarity and associations with expression groups
ETV6-modulated genes were clustered based on their promoter sequence
similarity using Dialign. Dialign offers the possibility to generate coordinates for
subsequent building of a hierarchical tree. This tree was built using the program
Phyiip. Colour codes beiow the gene symbois identify the expression group of the
corresponding gene as follows: 1) hierarchical clustering, Pearson correlation
distances, data Oh, 4h, 12h and 48h (HP Oh-48h), 2) hierarchicai ciustering,
Euciidean distances, data Oh, 4h, 12h and 4$h (HE Oh-48h) and 3) hierarchical
ciustering, Euciidean distances, data Oh and 4h (HE Oh-4h) (see figure 2).
Expression groups are shown in several rows to represent ail the possible group
divisions presented in figure 1: for each expression clustering, boffom row shows
the colours of ail individual groups; in rows above, closeiy related ciusters grouped
together under the coiour of the new noUe (see figure 2). Values below the tree are
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Fishers exact test p-values applicable for the noUe pointed by the arrow right
above the square and the expression clustering method ïndicated on the loft
(numbers). The colour assigned to the p-value indicates the group over
represented in the branch. The yeflow rectangles contour the gene colours that are
part of nodes where a significant over-representation is observed.
Figure 6 - Hierarchical clustering of EW6-modulated genes by conserved
putative TFBSs found in their promoter and associations with expression
groups
EW6-modulated genes were clustered based on the putative TFBSs found in their
promoter that were conserved between human and mouse using ConSite. Colours
below the gene symbols identify the expression group of the corresponding gene
as follows: 1) hierarchical clustering, Pearson correlation distances, data Oh, 4h,
12h and 48h (HP Oh-48h), 2) hierarchical ctustering, Euclidean distances, data Oh,
4h, 12h and 48h (HE Oh-48h) and 3) hierarchical clusterîng, Euclidean distances,
data Oh and 4h (HE Oh-4h) (see figure 2). Expression groups are shown in several
rows to represent aIl the possible group divisions presented in figure 1: for each
expression ciusterïng, bottom row shows the colours of ail individual groups; in
rows above, closely related clusters grouped together under the colour of the new
node (see figure 2). Values below the tree are Fishers exact test p-values
applicable for the noUe pointed by the arrow right above the square and the
expression clustering method indicated on the left (numbers). The colour assigned
to the p-value ïndicates the group over-represented in the branch. The yellow
rectangles contour the gene colours that are part of noUes where a significant over
representation is observed.
Figure Z - Relative overlunder-representation of conserved putative TFBSs
in EW6-moduiated, EW6-non-modulated and ETS-regulated genes
Each points of the triangle represent one of the studied gene hsts, EW6-
modulated genes (EW6+), EW6-non-modulated genes (EW6-) and ETS
regulated genes (ETS+). Each side of the triangle is divided in two halves, each
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doser to one of the two adjacent angles. TFBSs are indicated in the half doser to
the gene list in which it is over-represented relative to the gene list doser to the
other haif. TFBSs in squares are significantly over/under-represented in the gene
list and underlined TFBSs show a tendency but do not reach the significance
threshold (O.05<pO.1; see table 2).
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1) Cluster genes based on expression data
-Pearson correlation distance metric, OH-48H
(pattern of exp ission in f unction of time);
-Euclidean distance metric, OH-48H
(amplitude of expressïon in function of time);
-Euclidean distance metric, OH-4H
(early modulation events).
2) Cluster genes based on:
-Biological features (GO terms);
-Promoter sequence similarity (Dïalign);
-Conserved putative TFBSs human-mouse
(ConSite).
3) Compare GO terms, Dialign or ConSite
clusters wïth gene expression groups:
-Test whether expression groups are over-represented
in GO terms, Dialign or ConSite tree branches
using Fisher’s exact test (test for co-clustering).
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CHAPITRE 3: DISCUSSION
Le principal objectif de ce travail était de comprendre l’impact de la délétion
récurrente du locus 12p12-13 sur le développement et/ou la progression de la
leucémie de l’enfant. Pour ce faire, il fallait identifier les gènes présents dans la
région critique, déterminer quel était le GST le plus probable et tenter de
comprendre son rôle afin d’élaborer des hypothèses mécanistiques menant au
développement et/ou à la progression de la leucémie. La construction des cartes
génétique et physique et la publication de la séquence de la région critique dans le
cadre du projet du génome humain ont été des étapes essentielles pour
entreprendre la cartographie des transcrits. Au moment d’initier ce travail,
seulement 2 gènes, ETV6 et LRP6, étaient localisés dans la région. Les gènes
MKP7 et BCL-G se sont ajoutés par la suite. Notre travail a permis l’identification
de trois nouveaux gènes, LOH12CR1-3, et la caractérisation de nouvelles
isoformes de MKP7 et BCL-G. Notre travail sur la recherche de mutations
somatiques dans les régions codantes des gènes de la région et de leur
expression a permis de confirmer EW6 comme étant le GST candidat impliqué
dans la leucémie, plus particulièrement la LLA de type pré-B de l’enfant. Nous
avons ajouté aux évidences fonctionnelles que EW6 semblait agir comme
suppresseur de tumeur en montrant, pour la première fois dans un système
cellulaire de LLA, que ETV6 pouvait ralentir la croissance de ce type cellulaire.
L’élaboration de clones cellulaires dans lesquels EW6 pouvait être induit à la
doxycycline et les études de microarrays ont permis l’identification de 87 gènes
modulés par EW6. Parmi les 10 gènes dont la modulation a été validée par une
seconde méthode, la moitié avait une expression corrélée avec celle de EW6
dans les patients LLA pré-B. Ceci constitue une validation importante de notre
approche et suggère de nouvelles hypothèses quant à l’impact fonctionnel de
l’absence de EW6 dans les leucémies. L’analyse de régions régulatrices pat des
EMSA a permis d’identifier des régions liant vraisemblablement des TEs de la
famille ETS. À l’aide de nos données de microarrays et de différentes approches
bio-informatiques, nous avons montré des associations entre le profil de
modulation de certains gènes et des caractéristiques biologiques ou des TFBS
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conservés dans les promoteurs. Les sections qui suivent discuteront de l’essentiel
de chacun de ces points.
3.1 EW6 est le GST candidat du locus 12p12-l3 impliqué dans la
LLA de type pré-B
Nous avons identifié trois nouveaux gènes dans la région 12p12-13,
LOHJ2CRI-3, et mis en évidence de nouvelles isoformes d’ARNm des gènes
BCL-G et MKP7. La recherche d’homologie au niveau des séquences traduites
des gènes LOHI2CR1-3 ne permet malheureusement pas de spéculer sur le rôle
des produits de ces gènes. Pour ce qui est de BCL-G, on peut présumer que
l’isoforme moyenne (BCL-GM), nouvellement mise en évidence, se comporte
fonctionnellement de façon similaire à l’isoforme courte (BCL-G3) puisque les deux
protéines contiennent le domaine d’homologie BH3 seulement, contrairement à la
forme longue (BCL-GL) qui possède les domaines d’homologie BH2 et BH3. Il est
donc attendu que BCL-GM ait une activité pro-apoptotique ayant un pouvoir
similaire à BCL-G mais supérieur à BCL-GL (Guo, B et al. 2001). Cependant, son
expression a été observée seulement dans les testicules. La nouvelle isoforme de
MKP7, dont le quatrième exon est exclu (figure 2 section 2.1), pourrait présenter
une activité modifiée par rapport à l’isoforme complète puisque la protéine
résultante possède un domaine d’homologie cdc25 (CH2) et un domaine d’ancrage
aux MAPK en moins (Masuda, K et al. 2001; Masuda, K et al. 2003).
Sept gènes sont donc présents dans la région et sont tous considérés
comme candidats GST de par leur localisation. Cependant, parce que la fonction
des gènes LOHI2CR1, -2 et-3 est inconnue et que celle de LRP6 ne semble pas
concorder avec ce qu’on s’attend d’une protéine ayant un rôle suppresseur de
tumeur (voir sections 1.4 et 2.1), nous considérons ces quatre gènes comme
moins intéressant dans le contexte de cette étude. À l’opposé, EW6, BCL-G et
MKPZ, de par leur fonction, sont des candidats plus intéressants (voir section 1.4
et 2.1). Selon l’hypothèse « two hits », un GST doit être inactivé au niveau de ses
deux allèles pour que son effet suppresseur de tumeur soit perdu et qu’il y ait
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promotion du cancer. C’est pourquoi des mutations somatiques ont été
recherchées dans la séquence codante de Vallèle résiduel des gènes de la région.
Aucune mutation somatique n’a été détectée, ce qui nous a mené à poser
l’hypothèse que l’inactivation était possiblement d’origine épigénétique. Toujours
en se basant sur l’hypothèse « two-hits », l’étude d’expression transcriptionnelle a
identifié 2 gènes, ETV6 et BCL-G, dont l’expression était absente dans la majorité
des patients présentant une délétion. Alors que les patients ne présentant aucune
délétion en 12p12-13 exprimaient tous un niveau élevé de EW6, la majorité des
cas présentant une délétion (7/8) n’exprimaient plus le gène. Puisque tous les cas
n’exprimant pas EW6 présentaient aussi une transiocation t(12;21) sur l’allèle
résiduel, la délétion et la transiocation semblent être les deux événements
d’inactivation chez la majorité des cas. Parmi les deux patients présentant une
translocation t(12;21) sans délétion en 12p1 2-1 3, un seul présentait un niveau très
bas de EW6 (#413; tableau 5 « supplementary materials» section 2.2), suggérant
l’implication d’un mécanisme d’inactivation alternatif. Pour confirmer cette
hypothèse, il faudrait avoir à notre disposition plus de patients présentant un seul
des deux événements, soit la délétion ou la translocation. À cet effet, une étude a
démontré que les LLA présentant une translocation t(12;21), mais pas de délétion,
exprimaient peu ou pas I’ARNm de EW6, suggérant que l’abolition de l’expression
de EW6 est un événement critique dans les LLA présentant une telle transiocation
(Patel, N et al. 2003). En ce qui concerne BCL-G, le fait que 7 des 8 patients LLA
présentant une délétion au Iocus 12p12-13 n’expriment pas ce gène fait de lui un
excellent candidat suppresseur de tumeur. Cependant, en considérant que plus
de la moitié des LLA ne présentant pas de délétion (8/14) n’expriment pas ce gène
non plus (tableau 5 « supplementary materials section 2.2) et que l’expression
moyenne de ceux qui l’expriment est extrêmement faible (delta Ct = 13,1 par
rapport à GAPDH), on arrive à la conclusion que la délétion n’entraîne pas la perte
de l’expression de BCL-G dans la plupart des cas, puisqu’il est vraisemblablement
peu ou pas du tout exprimé dans la lignée pré-B. Alors, malgré le fait que BCL-G
ne peut être éliminé comme gène candidat, il nous semble improbable qu’il soit le
GST dont l’inactivation promeut le développement de la LLA dans les cas de
délétion.
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L’observation que d’autres types de leucémie ainsi que des tumeurs solides
présentent aussi une délétion en 12p12-13 suggère que le GST dans la région est
commun à ces néoplasies. Cependant, la transiocation t(12;21) qui entraîne
l’inactivation de EW6 dans la plupart des LLA pré-B n’est pas retrouvée dans ces
cancers. De plus, la recherche de mutations somatiques dans des LLA
(Stegmaier, K et al. 1996), des cancers de la prostate (Kibel, AS et al. 2002) et des
carcinomes ovariens (l-latta, Y et al. 1997), n’ont pu mettre en évidence une telle
source d’inactivation. C’est d’ailleurs cette observation qui laissait envisager qu’un
autre gène de la région agit comme GST. Or, très peu d’études d’expression ont
été réalisées pour investiguer l’hypothèse d’une perte d’expression de EW6. Une
seule a été menée et conclut que l’expression de EW6 est diminuée dans une
proportion significative de cancers de la prostate (Latil, A et al. 2001), suggérant
que ETV6 pourrait aussi agir comme suppresseur dans les tumeurs solides
présentant une délétion. Il est aussi possible que d’autres GST soient présents
dans la région et que les gènes inactivés ne soient pas les mêmes dépendamment
des formes tumorales.
Il existe des exemples de gènes dont les propriétés suppresseurs de tumeur
ne s’exercent plus dès qu’un seul allèle est perdu. Ce type d’inactivation réfère au
concept d’haplo-insuffisance et dans ce cas, l’hypothèse « two-hit» ne s’applique
pas (Santarosa, M et Ashworth, A 2004). Conceptuellement, on parle d’haplo
insuffisance lorsque le seuil nécessaire au maintien du phénotype « normal », n’est
pas atteint malgré le fait qu’une dose du gène soit encore exprimée. En ce sens,
notre étude d’expression dans les LLA pré-B montre que EW6 et BCL-G
pourraient certainement atteindre le seuil de l’haplo-insuffisance puisqu’ils ne sont
plus du tout exprimés. LOHI2CR1, LOHI2CR2 et MKP7, dont le niveau
d’expression médian se situe autour de 50 % dans les LLA présentant une délétion
par rapport à celles n’en présentant pas, pourraient aussi être haplo-insuffisants.
Cependant, les gènes LRP6 et LOH12CRJ, qui présentent une expression
relativement peu diminuée dans les LLA avec délétion, n’apparaissent pas à
première vue comme ayant le profil de gènes haplo-insuffisants. MKP7 inhibe
plusieurs phénotypes tumoraux des cellules Rat.1 transformées avec BCR-ABL
(voir section 1.3) (Hoornaert, I et al. 2003). Il est donc envisageable que ce gène
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soit haplo-insuffisant dans les LLA mais il n’y a cependant pas encore d’évidence
fonctionnelle montrant que l’expression d’une seule dose puisse promouvoir la
leucémie. Il est intéressant de souligner que p27/CDKNIB est reconnu comme
étant un GST haplo-insuffisant (Santarosa, M et Ashworth, A 2004) et que ce gène
est délété dans une certaine proportion des cas de délétion en l2p12-13. Les LLA
pré-B délétées expriment ce gène à un niveau médian légèrement supérieur à 50
% par rapport aux LLA non-délétées. Dans le cas de EW6, certaines évidences
suggèrent qu’une inactivation partielle pourrait être suffisante pour promouvoir la
LLA. EW6 est en effet la cible de plus de 40 translocations et, bien que le
mécanisme oncogénique de plusieurs des protéines chimériques résultantes soit
connu, ces chimères ne semblent pas toujours avoir des propriétés oncogéniques
et les translocations ne résultent pas toujours en l’expression de protéine de fusion
(Cools, J et al. 2002). Un mécanisme commun d’haplo-insuffisance relié à EW6
pourrait prévaloir dans tous ces cas. Il a été montré que TEL2 et certaines
isoformes de EW6 pouvaient antagoniser l’activité de EW6 (Kawagoe, H et al.
2004; Sasaki, K et al. 2004). lI peut donc être envisagé que lorsque ces formes
d’inhibition sont présentes dans la cellule, la perte d’un allèle de EW6 entraîne
une représentation stoichiométrique trop faible de ce dernier pour qu’il puisse
exercer son effet suppresseur de tumeur. Le fait qu’il existe des sujets présentant
une translocation t(12;21) sans développer la maladie tend par contre à rejeter
l’hypothèse que EW6 réponde au concept d’haplo-insuffisance. Ceci n’élimine
toutefois pas complètement cette possibilité puisque l’expression de EW6 peut
être variable selon les individus (voir section 2.2 et 2.3 article 2). Une étude
d’expression de EW6 dans les sujets présentant l’une des translocations affectant
EW6 pourrait tester la validité de cette hypothèse.
Si on considère le concept d’haplo-insuffisance, MKP7 et p27/CDKN1B
deviennent également des candidats intéressants de par leur fonction. Mais nous
considérons que ETV6 est le GST candidat ciblé par les altérations du
chromosome 12p12-13 pour plusieurs raisons. L’utilisation de polymorphismes
génétiques, mis en évidence par notre étude de mutations, a permis de montrer
que seul le marqueur Dl 2598 est délété dans tous les cas, et donc que la région
située entre les marqueurs Dl 2S89 et BCL-G-3 est la plus petite région commune
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de délétion, ce qui réduit les candidats à EW6 et BCL-G seulement (figure I
section 2.2). En assumant que la région n’est touchée que par une seule délétion
contigué, on peut estimer à partir du tableau 4 (ff supplementary materials »
section 2.2) que dans 4 cas sur 15 (27 %), la délétion ne touche pas MKP7 et que
dans 5 cas sur 13 (38 %), elle ne touche pas p27/CDKNIB. Du point de vue de
l’expression, notre étude suggère que le candidat GST le plus probable est EW6.
Fonctionnellement, l’activité suppresseur de tumeur de ETV6 a été observée dans
plusieurs systèmes cellulaires (voir section 1.3) et nous avons montré que dans
une lignée de LLA pré-B, ETV6 inhibe la croissance (figure 13). Pour toutes ces
raisons, nous concluons que: 1) EW6 est inactivé dans la majorité des cas de
LLA pré-B par la délétion en 12p12-13 et la translocation t(12;21); 2) cette
inactivation est le principal événement conférant un avantage de promotion de la
LLA dans les cas présentant une délétion; 3) la perte d’expression de ETV6 chez
les patients présentant une translocation t(12;2J) sans délétion pourrait constituer
un mécanisme alternatif d’inactivation; 4) l’expression de la protéine EW6-AMLI
peut possiblement être un événement supplémentaire promouvant en soi le
cancer; 5) la perte de MKP7 et/ou de p27/CDKN1B, parfois observée dans ces
leucémies, pourrait constituer un avantage de croissance additionnel.
3.2 Gènes modulés par EW6 et leur impact sur la LLA
Pour comprendre comment la perte de EW6 peut conduire à la promotion
de la LLA, nous avons entrepris d’identifier des gènes dont l’expression est
modulée par ce facteur de transcription. Nous avons opté pour des transfectants
stables inductibles (système Tet-On) pour EW6 à partir de cellules HeLa, qui se
prêtent bien à ce type de stratégie. Le transcriptome de cellules induites avec la
doxycycline a été comparé à celui de cellules non-induites ainsi qu’à celui de
cellules contrôles contenant le vecteur seul, traitées ou non avec la doxycycline.
Une analyse utilisant des critères stringeants a permis d’identifier 87 gènes
modulés par EW6 incluant 62 régulés à la baisse et 25 à la hausse. À l’aide d’une
seconde méthode, le RT-PCR quantitatif, nous avons évalué 13 gènes dont 10 se
sont aussi avérés être modulés (77 %). L’extrapolation de cette validation à
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l’ensemble des gènes suggère qu’environ 67 des 87 gènes identifiés sont
effectivement modulés. Notre étude porte maintenant à 108, le nombre de gènes
rapportés comme étant modulé par EW6 (tableau IX).
L’un des principaux problèmes rencontrés dans l’identification de gènes
modulés avec la stratégie choisie est la variabilité. La variabilité peut être
responsable de l’identification de faux positifs (problème de spécificité) et de
l’incapacité de détecter de vrais positifs (problème de sensibilité). L’avantage
d’utiliser un système inductible est principalement de diminuer certaines sources
de variabilités comme celle entre les individus, entre les échantillons (en clinique)
ou encore entre des clones de transfectants stables. Le génotype des cellules
comparées est exactement le même dans toutes les conditions étudiées.
L’utilisation de contrôles appropriés fait en sorte d’éliminer les variations reliées à
l’agent d’induction comme la doxycycline. Le principal avantage de diminuer la
variabilité est de gagner plus de pouvoir statistique pour détecter les variations
dues à l’induction elle-même. De plus, l’utilisation de cellules en culture permet de
répéter les expériences et ainsi d’augmenter encore davantage le pouvoir
statistique. Le principal inconvénient que l’on rencontre en utilisant un système en
culture est que les cellules étudiées ne se comportent pas exactement comme des
cellules faisant partie d’un organisme. C’est pourquoi, après avoir identifié des
gènes dans notre système in vitro, nous avons décidé de tester la pertinence des
modulations in vivo, c’est-à-dire dans les LLA de patients.
La principale contribution de notre étude d’expression globale est de
proposer des voies fonctionnelles potentiellement régulées par ETV6 et de
suggérer des gènes cibles du IF EW6. Notre étude nous renseigne sur des
fonctions potentielles de EW6 d’un point de vue global, sur des voies plus
particulièrement reliées au cancer ainsi que sur des mécanismes par lesquels
ETV6 pourraient agir comme suppresseur de tumeur spécifiquement dans la LLA
pré-5.
Tableau IX. Sommaires des gènes potentiellement modulés par ETV6
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JABCC3
IAKR1C1
AKR1C3
,APBA1
ASB9
ICi lorf8
1C3
LCAMKK2
ICLIC3
ICROT
ICRSP2
IDHCR7
,DKFZP586A0522
IDTR
IEST1 051
1EST1383
IEST214O
j,EST635
,LFDFtJ
IFHL1
.FLRT3-
LG6PD
IGABARAPL1
IHMGCS1
IHSD17B7
IID11
11L18
IIMPA2
jKBTBD4
IKCNAB2
IKCTD7
ILDLR
ILIM2
LPIN1
ILUM
J.MGC4809
IMSR1
IMTRF1
IMYL9
ININJ2
INUDT6
IOASL
IPECR
IPLAC8
J.PPP2R2B
IPPP3CC
IPTGER4
ISC4MOL
ISEC14L1
ISLC1 2A3
SLC38A6
SMURF1
ISQLE
ITHEM2
jTP53
ITREXJ
ITRIM16
JTrCi5
IZNF297B
IZNF81
modulé à la baisse. t: module à la hausse.
1MGC4504
IPHLDA1
IPKD2LJ
1PP2447
IPTGS2
IPTPRF
tSLC7A4
ÎSOX4
TSPHK1
ÎTMEFFJ
ÎVEGF
ÎZHX2
Gènes Référence
MCSFR (Fears, S et al. 1997)
IGPIb (Kwiatkowski, BA et al. 1998)
IGPIX
IColiai tCD44 tEntactin (Van Rompaey, L et al. 1999)
SLPl îCol3al IFibronectin
tSmad5
IMMP3 (Fennck, R et aI. 2000)
IBCL-X (Irvin, BJ et al. 2003)
JCdc37 homologue IMidkine tlLiO (Sakurai, T et al. 2003)
ICDK4 IPAR4 î1L4
1D4-GDI IRHOG
IFAS ligand IRHO GDla
jKi-67 ITRADD
(Boily, G et al. 2005)IC9orf38
ÎCHST3
tCIRBP
ICXCL2
IDNAJB1
FOXD1
IG6PC
tGABPB2
IGPR1 47
tHSPA1A
ÎHSPA1 B
IKRT17
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La classification de gènes modulés en catégories suggère que EW6
possède une action pléiotropïque. Certaines catégories réfèrent à des phénotypes
qui ont déjà été rapportés dans la littérature: angiogenèse, apoptose, adhésion
cellulaire/matrice extracellulaire et croissance/prolifération cellulaire. Rappelons
que les souris mutantes homozygotes pour le gène ETV6 meurent durant le
développement foetal et présentent un défaut d’angiogenèse au niveau du sac
vitellin (Wang, LC et al. 1997). Il a été observé que ETV6 induisait une agrégation
des cellules NIH3T3-UCLA en forme de tubes qui, selon les auteurs, s’apparente à
la formation physiologique de vaisseaux (Van Rompaey, L et al. 2002). Quant à
l’apoptose, l’action de ETV6 semble dépendre du contexte. Les souris mutantes
présentent un excès d’apoptose dans les cellules neurales et mésenchymateuses
et semblent donc avoir un effet anti-apopotique dans ce contexte (Wang, LC et al.
1997). Une autre observation va dans le même sens et rapporte que, chez la
souris, les cellules souches hématopoïétiques adultes ont besoin de ETV6 pour
leur survie (Hock, H et al. 2004). Par contre, ETV6 peut réprimer BCL-XL, une
protéine anti-apoptotique dont le gène est une cible bien établie de ETV6 (Irvin, BJ
et al. 2003). La catégorie de notre étude qui contient le plus grand nombre de
gènes est l’adhésion cellulaire/matrice extracellulaire. En plus d’induire
l’agrégation en forme de tube dans les NIH3T3-UCLA (Van Rompaey, L et al.
2002), ETV6 induit aussi une autre forme d’agrégation dans les NIH3T3
transformées avec Ras, un phénotype qui est dépendant de métalloprotéinases
(Fenrick, R et al. 2000). Le fait que ETV6 inhibe la capacité d’invasion et de
former des métastases de cellules NIH3T3 transformées, lorsqu’injectées dans des
souris nues, suggère également un rôle dans les voies reliées à l’adhésion
cellulaire/matrice extracellulaire (Rompaey, LV et al. 2000). Quelques études ont
aussi montré le rôle de ETV6 dans le ralentissement de la croissance, dans des
MEF (Rompaey, LV et al. 2000), dans des NIH3T3 transformées avec Ras
(Fenrick, R et al. 2000; Rompaey, LV et al. 2000) ainsi que dans des cellules
d’origine hématopoïétiques (figure 13) (Sakurai, T et al. 2003). Notre étude
propose des candidats par lesquels ETV6 pourrait moduler certains de ces
phénotypes (tableau 3 « supplementary materials » section 2.4).
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Plusieurs catégories ayant ressorties dans notre étude semblent reliées à
des voies nouvellement associées à ETV6. Sept gènes réprimés sont impliqués
dans le métabolisme du cholestérol. Le cholestérol est une molécule structurelle
de base importante pour la synthèse de certains messagers chimiques
hydrophobes comme les prostaglandines et les hormones stéroïdiennes. À cet
effet, l’expression de deux gènes du métabolisme des prostaglandines a été
validée, soit celle de PTGER4 et PTGS2. Il n’est cependant toujours pas clair par
quel phénotype pourrait se traduire la modulation de ces gènes par EW6 puisque
les effets des prostaglandines sont multiples et très différents selon les tissus. La
modulation des gènes AKR1CY et AKR1C3 a aussi été confirmée dans notre
étude. Les produits de ces gènes sont des enzymes ayant une très forte
homologie entre elles (isozymes) qui modifient des hormones stéroïdiennes et
régulent ainsi l’accès à leur récepteur (Bauman, DR et al. 2004). Il est intéressant
de noter que l’expression de AKR1 C3 est corrélée significativement avec le sexe
dans les patients LLA et celle d’AKRlCl avec le grade de la maladie. Il n’est pas
connu si l’expression de AKR1C3 corrèle aussi avec le sexe dans les cellules
hématopoïétiques normales ou si ceci est observé seulement dans la maladie. Il
est également difficile de spéculer sur la corrélation entre l’expression de AKR1C1
et le grade puisqu’il y a encore peu ou pas d’étude documentant un lien
mécanistique des hormones stéroïdiennes dans la LLA, de surcroît dans la LLA de
l’entant. La corrélation entre l’expression de AKR1C3 et le grade suggère que la
dissémination de cellules leucémiques pourrait impliquer un mécanisme d’origine
hormonal qui pourrait être régulé par ce gène. Plusieurs gènes dans la catégorie
réponse immunitaire étaient aussi modulés par ETV6, notamment lLl8, PTGER4,
PTGS2 et SPHK1. Plusieurs gènes impliqués dans le transport d’ions ont été
identifiés dans notre étude, mais trop peu d’études ont été rapportées pour être en
mesure de spéculer sur l’impact de ces modulations. Plusieurs IFs semblent être
la cible de ETV6, il faut donc garder en tête que parmi les gènes identifiés comme
étant modulés par ETV6, certains pourraient être des cibles directes de ces IFs et
non pas celles de ETV6. Ces données de modulation pourraient d’ailleurs être un
bon départ pour la construction d’un réseau de régulation lié à ETV6. À notre
connaissance, il n’y a cependant aucune donnée nous permeffant d’attribuer
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l’expression de l’un des gènes modulés identifiés à la modulation de l’un de ces
TEs.
Certaines des catégories font partie de voies fonctionnelles reliées au
cancer, soit l’adhésion/matrice cellulaire, la croissance/prolitération cellulaire,
l’apoptose et l’angiogenèse. Ces voies occupent une place particulière dans le
concept des habiletés acquises du cancer. La figure 14 fait le lien entre ces
catégories, les gènes modulés de notre étude et les habiletés acquises du cancer
qui pourraient potentiellement être ciblées. Cette figure indique que les gènes
modulés par ETV6 qui font partie de ces catégories peuvent potentiellement
affecter toutes les habiletés acquises du cancer. Ces gènes sont donc d’un intérêt
particulier dans l’étude de l’implication de ETV6 dans les cancers en général.
Notons que la modulation de plusieurs de ceux-ci a été validée par RT-PCR
quantitatif. Afin de mieux conceptualiser l’impact de la modulation de gènes sur un
phénotype tumoral, on a souvent tendance en oncologie à simplifier la réalité en
classant les gènes selon deux pôles conceptuellement opposés : les suppresseurs
de tumeur et les oncogènes. Bien que l’on sache que la situation est beaucoup
plus complexe dans la réalité, ceci a tout de même l’avantage de mieux structurer
notre compréhension puis de générer des hypothèses qui devront éventuellement
être vérifiées par la suite. Nous avons donc tenté de séparer les gènes de la figure
14 selon ces deux pôles selon les données disponibles dans la littérature
directement ou par inférence. Cette tentative est donc hautement spéculative et
doit être considérée avec prudence. La figure 14 indique que, parmi les 15 gènes
reliés à des fonctions associées au cancer, 4 gènes sont modulés dans la direction
qui concorde avec l’hypotèse que ETV6 est suppresseur de tumeur (FLRT3,
PTPRF, DTR et SOX4), que 6 gènes sont modulés en sens contraire à cette
hypothèse (IL1 8, FHL1, NUDT6, SPHK1, TP53 et VEGF), que 2 gènes ont un rôle
ambigu dans les cancers (KRT17, LUM et PHLDA1) et que 2 gènes n’ont pas de
rôle connu en oncologie (LIM2 et NINJ2). Chacune des catégories est associée à
des gènes concordant et non-concordant avec l’hypothèse que ETV6 est
suppresseur de tumeur. Le texte qui suit expliquera brièvement en quoi la
modulation de ces gènes concorde ou non avec cette hypothèse.
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Habiletés acquises du cancer
Catégories de gènes
reliés au cancer
modulés par ETV6
Gènes modulés
Les lignes tracent les liens entre les différents éléments, gènes, catégories et
habiletés acquises du cancer. Les gènes soulignés sont ceux qui ont été validés
par RT-PCR quantitatif et les gènes en italiques sont ceux corrélés avec
l’expression de ETV6 dans les LLA de patients. Les flèches à la gauche des
gènes indiquent la direction de la modulation du gène en question dans les cellules
HeLa: t: modulation à la hausse; SI-: modulation à la baisse. La couleur des
gènes indique leur classification selon leur rôle en oncologie : vert : pôle oncogène;
rouge: pôle suppresseur de tumeurs; orange: classification ambigué; bleu : rôle
inconnu en oncologie. Les gènes marqués d’un crochet (à leur droite) sont ceux
dont la direction de modulation concorde avec l’hypothèse que ETV6 est
suppresseur de tumeur. Voir texte pour plus de détails.
signaux inhibiteurs
Figure 14. Relation entre les gènes identifiés comme étant modulés par
ETV6 qui sont reliés au cancer, les catégories fonctionnelles dans lesquelles
les gènes peuvent être classifiés et les habiletés acquises du cancer.
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ETV6 pourrait réguler la signalisation de la voie FGF via FLRT3, PTPRF et
NUDT6. Chez Xenopus Laevis, FLRT3 de est une protéine d’adhésion qui peut
lier les récepteurs de FGFRJ et FGFR4a et moduler leur signalisation via la MAPK
ERK (Boficher, RT et aI. 2004). Si FLRT3 stimule aussi la voie FGFR-MAPK chez
l’humain, il est possible qu’il puisse aussi réguler la croissance de cellules
cancéreuses ainsi que l’angiogenèse. PTPRF est pour sa part un phosphatase qui
inhiberait la signalisation de MAPK par la signalisation de la voie FGF (Weng, LP
et aI. 1999; Wang, X et aI. 2000). D’autre part, une étude montre que PTPRF
induirait l’apoptose en déphosphorylant pl3OCas, une molécule qui régulerait la
survie liée à l’adhésion cellulaire (Weng, LP et aI. 1999). On peut alors spéculer
que ETV6 pourrait agir comme suppresseur de tumeur en régulant FLRT3 à la
baisse et PTPRF à la hausse. II est intéressant de mentionner que le gène
NUDT6 code pour différentes isoformes d’ARNm antisens de FGF2 (Murphy, PR
et Knee, RS 1994; Gagnon, ML et aI. 1999) et qui semblent réguler à la baisse la
traduction de ce dernier (Li, AW et Murphy, PR 2000). De plus, des évidences
suggèrent que l’activité du promoteur de cet antisens pourrait dépendre d’un TFBS
ETS (Gagnon, ML et aI. 1999). Ces données concordent avec l’idée que ETV6
pourrait réguler NUDT6 et ainsi affecter la traduction de l’ARNm de FGF2. On
peut donc penser que ETV6 aurait un rôle ambigu dans la régulation de FGF
puisque d’une part, il diminuerait la signalisation de récepteurs de FGF via la
régulation à la baisse de FLRT3 et à la hausse de PTPRF tout en favorisant la
traduction de I’ARNm de FGF2 via la régulation à la baisse de NUDT6.
DIR, un membre de la famille EGF, est une protéine de surîace cellulaire
qui peut être clivée et être libérée sous forme soluble. Or, la torme soluble de DTR
semble être située du côté du « pôle oncogène » puisque sa sur-expression dâns
la lignée de cancer de la vessie EJ entraîne une augmentation de la croissance et
de la capacité à former des colonies (Ongusaha, PP et al. 2004). DTR soluble
induit l’expression et l’activité des métalloprotéinases MMP9 et MMP3 (Ongusaha,
PP et aL 2004). L’injection de cellules cancéreuses sur-exprimant le DIR soluble
dans des souris nues entraîne la formation de tumeurs qui développent une plus
grande densité de néo-vaisseaux sanguins (Ongusaha, PP et aI. 2004). DTR est
aussi différentiellement exprimé (sur-exprimé) dans les cancers gastriques
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(Murayama, Y et aI. 2002). Ces données suggèrent que ETV6 pourrait avoir un
effet suppresseur de tumeur en réprimant DTR.
SOX4 est un facteur de transcription qui peut être induit par plusieurs
agents pro-apoptotiques dans les cellules Hep3B et HepG2 et sa sur-expression
peut aussi induire l’apoptose dans ces cellules (Ahn, 5G et al. 2002). ETV6
pourrait donc avoir un effet suppresseur de tumeur en induisant SOX4.
Des évidences suggèrent que FHL1 est une protéine impliquée dans la
différenciation et la croissance des muscles squelettiques (McGrath, MJ et al.
2003). FHL1 pourrait aussi être un suppresseur de tumeur agissant en aval de
SRC et CAS qui bloquerait spécifiquement la croissance indépendante de
l’ancrage à un substrat et la migration cellulaire (Shen, Y et aI. 2006). D’après
celle fonction, l’inhibition de FHL1 secondaire à l’induction de ETV6 va à l’encontre
de l’hypothèse que ETV6 est suppresseur de tumeur.
Comme nous l’avons vu à la section 1.2.4.5, VEGF est un facteur de
croissance beaucoup étudié pour son rôle comme stimulateur d’angiogenèse
(Hicklin, DJ et Ellis, LM 2005) et la direction de sa modulation secondaire à
l’induction de ETV6 est aussi opposée à la prédiction puisque nos données
suggèrent que ETV6 module VEGF à la hausse. Par contre, ceci n’est pas
contraire avec le fait que les souris mutantes pour ETV6 présentent des une
angiogenèse défectueuse dans le sac vitellin (Wang, LC et aI. 1997). De plus, la
sur-expression de ETV6 dans des NIH3T3-UCLA semble induire une agrégation
cellulaire prenant la forme de vaisseaux (Van Rompaey, L et al. 2002). Ces
observations sont concordantes avec l’hypothèse que ETV6 pourrait être impiqué
dans l’angiogenèse en modulant VEGF à la hausse. Les autres gènes modulés en
sens apparamment contraire à celle hypothèse et dont nous n’avons pas encore
discuté sont 1L18, SPHK1 et TP53. Puisque l’expression de ces gènes corrèle
avec celle de ETV6 dans les LLA des patients, nous discuterons de ceux-ci en
détails dans la partie traitant des ces corrélations, dans les pages qui suivent.
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Il y a aussi des gènes dont, selon la littérature, le rôle dans le cancer est
encore ambigu, soit KRT17, PHLDA1 et LUM. Pour ce qui est de KRT17, on
rapporte que des cellules épitélïales mammaires normales en culture expriment
KRT17 en abondance alors que durant le processus d’immortalisation puis de
transformation, son expression chute d’environ 10 fois, suggérant que la baïsse
d’expression de KRT17 pourrait servir de marqueur pour identifier des cellules
cancéreuses ou pré-cancéreuses (Trask, DK et al. 1990). D’autre part, on
rapporte que l’expression de KRT17 peut servir, en combinaison avec KRT5, de
marqueur pour identifier des carcinomes du seins présentant un mauvais pronostic
(van de Rijn, M et al. 2002). Cette contradiction apparente pourrait s’expliquer par
le fait que l’expression de KRT17 a été évaluée dans des lignées cellulaires en
culture versus des tissus cancéreux. Une autre explication pourrait être que
l’expression de KRTY7 est généralement régulé à la baisse dans les tumeurs mais
que la persistance de son expression contribue à un mauvais pronostic. Dans le
cas de PHLDA1, son expression est détectées dans les naevi et elle diminue
progressivement dans les mélanomes primaires puis dans les métastases,
suggérant un effet suppresseur de tumeur (Neef, R et al. 2002). En fait, la sur-
expression de PHLDA1 dans la lignée cellulaire de mélanome Mel Rif ou dans des
293 inhibe leur croissance, les sensibilise à l’apoptose et diminue leur capacité à
former des colonies (Neef, R et aL 2002). D’autre part, il a été montré qu’IGFJ
peut induire l’expression de PHLDA1 dans des fibroblastes et que cette expression
est nécessaire à la capacité de d’IGFl d’inhiber l’apoptose en situation de
déprivation de sérum (Toyoshima, Y et al. 2004). Pour ce qui est de LUM, dont
l’expression est corrélée à celle de ETV6 dans LLA, nous en discuterons aussi en
détail dans les pages qui suivent.
Parmi les 10 gènes dont la modulation a été confirmée dans les cellules
HeLa, l’expression de 5 d’entre eux a été corrélée avec celle de ETV6 dans les
patients LLA. Le fait que les gènes présentant une corrélation avec ETV6 dans les
patients LLA aient aussi été identifiés comme étant modulés après l’induction de
ETV6 dans le modèle HeLa et ce, par deux méthodes, augmente la probabilité que
la corrélation dans les patients présente un lien de cause à effet, c’est-à-dire que
ETV6 module l’expression de ces gènes dans la LLA. Ceci valide en quelque
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sorte le choix du modèle HeLa. Le fait que EW6 soit exprimé dans pratiquement
tous les tissus pouvait au départ suggérer que la protéine remplit des tonctions
communes à plusieurs types cellulaires, d’où la possibilité d’identifier des gènes
modulés dans un type cellulaire modèle différent de celui du sujet de l’étude. Il
semble toutefois également probable que EW6 joue un rôle dans la différentiation
hématopoïétique, du moins dans certaines lignées myéloïdes (Kwiatkowski, BA et
al. 2000; Sakurai, T et al. 2003) et donc, qu’il puisse remplir des fonctions plus
spécifiques à certains types cellulaires. Si tel était le cas pour la différentiation
lymphoïde, l’identification de gènes impliqués dans ce processus n’aurait
vraisemblablement pu être possible avec notre modèle HeLa. Notons également
que 5 gènes parmi les 10 validés dans les cellules HeLa ne présentaient pas de
corrélation avec ETV6 dans les LLA de patients. Ceci est vraisemblablement
attribuable aux différences entre les types cellulaires, les HeLa étant des cellules
épithéliales alors que les LLA sont de nature hématopoïétique. S’il est probable
que ETV6 puisse jouer un rôle particulier dans le programme hématopoïétique, il
est tout aussi vraisemblable qu’il puisse avoir des fonctions plus spécifiques aux
cellules épithéliales. Sur la base de cette prémisse, il semble logique que
l’expression de certains gènes modulés dans les cellules HeLa ne corrèle pas avec
celle de ETV6 dans les LLA de patients. On peut donc conclure que le système
inductible dans les cellules HeLa nous a permis d’augmenter notre capacité de
détection de gènes modulés par ETV6, que l’information recueillie semble être
pertinente, du moins en partie, dans le contexte de l’étude de la LLA mais par
contre, que les gènes susceptibles d’être modulés spécifiquement dans les cellules
hématopoïétiques ne pouvaient ressortir comme étant modulés dans les HeLa et
qu’un certain nombre de gènes modulés spécifiquement dans les cellules HeLa ne
présentent pas de liens évident avec ETV6 dans les LLA. Une étude comparative
des partenaires interagissant avec ETV6 dans les cellules HeLa et LLA serait d’un
grand intérêt puisqu’elle permettrait vraisemblablement de mieux comprendre les
mécanismes responsables de l’expression différentielle de certains gènes dans
ces types cellulaires.
Il est intéressant de souligner que le sens de la modulation reliée à ETV6
dans les LLA semble être opposé pour tous ces gènes à celui observé dans les
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HeLa sauf pour SPHK1. Ceci peut s’expliquer par une liaison différentielle de co
facteurs de transcription par ETV6 selon le type cellulaire. Ce type de régulation
est observé dans le cas de l’hétérodimère HOX-PBX qui agit comme activateur ou
inhibiteur via une interaction différentielle avec des co-facteurs, dépendamment de
la signalisation intra-cellulaire (Saleh, M et al. 2000). ETV6 peut lier les co
facteurs de transcription HDAC3 (Wang, L et Hiebert, SW 2001; Kuwata, T et al.
2002), SMRT (Chakrabarti, SR et Nucifora, G 1999), NcoR (Guidez, F et aI. 2000;
Wang, L et Hiebert, SW 2001), mSin3A (Chakrabarti, SR et al. 1999; Fenrick, R et
aL 1999; Wang, L et Hiebert, SW 2001), tous reliés à la répression
transcriptionnelle, et TIP6O (Nordentoft, I et Jorgensen, P 2003), une acétylase
d’histones normalement reliée à l’activation transcriptionnelle mais rapportée
comme ayant un rôle de co-répresseur dans le cas de ETV6. Bien que la plupart
des gènes rapportés comme étant modulés par ETV6 étaient réprimés par ce
dernier, les gènes entactin, Smad5, Col3al, CD44 et fibronectine (Van Rompaey,
L et al. 1999), puis 1L4 et IL1O (Sakurai, T et al. 2003) étaient pour leur part
activés, Il est donc possible que ETV6 puisse aussi agir comme activateur de
transcription et que TIP6O puisse avoir un rôle clé en agissant, tantôt comme co
activateur via son activité acétylase, tantôt comme co-répresseur de façon
indépendante à celle activité.
L’identification de 5 gènes, lLl8, LUM, PTGER4, SPHK1 et TP53, dont
l’expression est directement corrélée avec celle de ETV6 dans les LLA pré-B, nous
permet d’avancer des hypothèses sur l’impact de l’inactivation de ETV6 observée
chez les patients atteints de cette maladie. 1L18 est une cytokine pro-
inflammatoire qui agit sur plusieurs fonctions, dont l’immunité innée et acquise, et
qui pourrait être impliquée dans certaines maladies auto-immunes (Gracie, JA et
al. 2003). Celle cytokine a été découverte comme étant un facteur sérique induit
par des endotoxines qui stimulent la production d’interféron gamma par les
splénocytes (Nakamura, K et al. 1989). L’1L18 est produite sous forme de pro
protéine (pro-1L18), une forme inactive, et est activée par un clivage protéolytique
effectué par « lLl f-converting enzyme » (ICE) (Ghayur, T et al. 1997; Gu, Y et al.
1997). Plusieurs types cellulaires expriment l’lLl8 mais la sécrétion n’est pas
toujours observée et donc l’expression n’est pas toujours un signe d’activité
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(Gracie, JA et al. 2003). Par exemple, les lymphocytes B naïfs, ceux des centres
germinaux et les lymphocytes B mémoires expriment tous l’lL18 mais une
sécrétion est observée seulement dans les lymphocytes B naïfs et ceux des
centres germinaux (Airoldi, I et al. 2004). Cependant, il n’est pas connu si les
lymphocytes pré-B expriment normalement de l’lLl8. Ceffe cytokine possède un
effet anti-tumoral largement documenté envers les néoplasies d’origine
hématopoïétiques (Akamatsu, S et al. 2002; Yamashita, K et al. 2002; Zhang, B et
aI. 2004) et les tumeurs solides (Coughlin, CM et al. 1998; Tan, J et al. 1998;
Osaki, T et al. 1999; Oshikawa, K et al. 1999; Ju, DW et al. 2000; Tasaki, K et al.
2000; Ju, DW et al. 2001; Kishida, T et al. 2001; Wang, Q et al. 2001; Liu, Y et al.
2002; Baxevanis, CN et al. 2003). Cet effet serait médié par l’activation des
cellules « natural killer » (NK) et/ou des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) (Tan, J
et al. 1998; Osaki, let aI. 1999; Oshikawa, K et al. 1999; Akamatsu, S et al. 2002;
Liu, Y et al. 2002; Zhang, B et al. 2004). 1L18 induit l’apoptose de la lignée
cellulaire de leucémie myélomonocytique KG-1 par une augmentation de
l’expression de Fas ligand (Ohtsuki, T et al. 1997), ce qui suggère qu’un effet
paracrine et/ou autocrine pourrait s’appliquer également. IL1 8 pourrait aussi avoir
un effet anti-angiogénique dans les tumeurs (Coughlin, CM et al. 1998). Notre
étude a montré que les LLA pré-B de patients chez qui ETV6 était inactivé
présentaient une expression réduite de 1L1 8 par rapport à celles exprimant ETV6.
Puisque la LLA est généralement d’origine clonale, il semble improbable que la
production de 1L18 dans la cellule de LLA d’origine exprimant ETV6 puisse avoir
un quelconque rôle dans l’effet anti-tumoral de l’1L18 puisque la production à cette
étape ne serait pas significativement augmentée. On peut par contre envisager
que, à mesure que les cellules LLA augmentent en proportion, elles puissent
contribuer à diminuer leur propre progression dû à une augmentation de la
production d’lLl8 et possiblement en stimulant les cellules NK et CTL (figure 15).
La perte de ETV6 et la réduction de l’expression d’1L18 pourraient donc permettre
une progression plus rapide des cellules de LLA. Cette hypothèse, suggérant que
des cellules tumorales exprimant 1L18 puissent avoir un effet auto-inhibiteur, est
appuyée par le fait que lorsque des cellules tumorales transfectées avec le cDNA
de l’ILl 8 sont injectées dans des souris syngéniques ou SCID, leur progression est
grandement retardée par rapport aux cellules non-transfectées, un effet dépendant
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Figure 15. Mécanisme hypothétique de l’action de ETV6 sur les cellules de
LLA via lU 8.
Dans les LLA, ETV6 active l’expression de 1L18, qui est sécrété hors de la cellule.
1L18 stimule l’activité cylolytique des cellules NK et/ou le lymphocytes T
cytotoxiques (CTL). Les cellules NK et CTL activent l’apoptose des cellules LLA.
Lorsqu’il y a inactivation de ETV6, il y a diminution de l’expression de 1L18 et
diminution de l’activité cylolytique anti-tumorale des cellules NK et/ou CTL.
Flèches à pointe pleine: activation; flèche à pointe ouverte: sécrétion. Voir le
texte pour plus de détails.
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de la quantité de production d’lL18 et médié par l’intertéron gamma (Coughlin, CM
et al. 1998). Cet effet, combiné à d’autres mécanismes, pourrait éventuellement
faire une différence dans la lutte contre la maladie. Afin de déterminer si la perte
de ETV6 peut accélérer la progression tumorale des cellules LLA, il faudrait
d’abord vérifier, à l’aide d’une lignée cellulaire de LLA n’exprimant pas ETV6
comme Reh, si la réintroduction de ETV6 augmente non seulement l’expression de
l’lLl8 mais aussi sa production et sa sécrétion. Si tel était le cas, on pourrait
ensuite comparer la tumorigénicité de cette lignée exprimant ETV6 par rapport à la
lignée contrôle dans des souris nues. Il serait ensuite possible de vérifier si
l’éventuelle diminution de la tumorigénicité par ETV6 est médiée par lLl8 en
injectant dans les souris de la 1L18 « binding protein » (IL18BP) recombinante, qui
inactive fonctionnellement lLl8 (Plitz, T et al. 2003).
LUM, une protéoglycane à kératan sulfate, est un constituant majeur de la
cornée et est présent dans le tissu conjonctif un peu partout dans l’organisme
(Chakravarti, S 2002). Le produit de ce gène jouerait un rôle dans l’alignement et
l’espacement des fibres de collagène. La sur-expression de LUM a été associée à
plusieurs types de cancer soit, les cancers du colon (Lu, YP et al. 2002), du
pancréas (Ping Lu, Y et al. 2002) et du col de l’utérus (Naito, Z et al. 2002). on a
aussi observé que, dans les cas des cancers pancréatiques et du col de l’utérus,
les fibroblastes environnants des cellules cancéreuses exprimaient aussi fortement
LUM (Naito, Z et al. 2002; Ping Lu, Y et al. 2002). Dans les cellules tumorales de
cancers du sein, bien qu’on ne note pas une sur-expression de LUM, une
expression dans le stroma environnant est observée et cette expression est
associée à des cancers de grades plus élevés, des taux d’expression de
récepteurs d’estrogène moins élevés dans les cellules cancéreuses et à un plus
jeune âge des patientes (Leygue, E et al. 1998). À l’opposé, des tibroblastes de
souris mutées pour le gène Lum présentent un taux de prolifération plus élevé et
une apoptose réduite (Vij, N et al. 2004). De même, la sur-expression de LUM
dans la lignée de mélanome B76F1 réduit sa capacité à former des colonies en
agar mou et la capacité d’invasion dans du matrigel (Vuillermoz, B et al. 2004).
L’effet de LUM est donc en apparence contradictoire selon le modèle biologique et
le fait que son rôle dans les lymphocytes ne soit pas connu complique
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l’interprétation de nos résultats. Toutefois, il semble probable que, faisant partie
de la catégorie adhésion/matrice cellulaire, LUM puisse agir dans la capacité des
cellules de LLA à infiltrer des organes. Nous avons tait référence en introduction
au cas d’une jeune femme chez qui on a constaté l’infiltration dans un de ses
ovaires de cellules de LLA clonalement reliées aux cellules d’une LLA contractée
12 ans plus tôt (Ly-Sunnaram, B et al. 2005). Contrairement à la tumeur initiale,
les cellules infjltrantes présentaient une inactivation de ETV6, suggérant que la
perte de ETV6 favoriserait l’infiltration (figure 16). LUM pourrait aussi jouer un rôle
dans la croissance des cellules de LLA (figure 16) puisque notre étude a montré
que l’expression plus faible de LUM est corrélée à des comptes de leucocytes plus
élevés chez les patients. Expérimentalement, certaines lignées cellulaires de
leucémie ont la capacité d’infiltrer divers organes (Ohsugi, T et aL 2005). Une
lignée cellulaire de leucémie n’exprimant pas ETV6 pourrait être utilisée pour tester
ces hypothèses. Après avoir confirmé que la transfection de ETV6 entraîne une
augmentation de la protéine LUM, le taux de croissance et la capacité d’infiltration
du modèle cellulaire pourrait être testée en injectant des cellules transfectées avec
ETV6 ou non dans des souris syngéniques ou SCID. Si l’expression de ETV6
entraînait une diminution de la capacité d’infiltration, on pourrait vérifier que l’effet
dépend de LUM en inhibant son expression par « RNA inteference » (RNAi) ou par
la génération de clones stables produisant un « short hairpin RNA » (5hRNA) dirigé
contre LUM. Si LUM était responsable de la diminution d’infiltration par
l’expression de ETV6, cet effet serait inhibé dans les cellules compromises dans
l’expression de LUM, malgré l’expression de ETV6.
PTGER4 est l’un des quatre récepteurs qui médient la réponse aux
prostaglandines de type E (PGE). C’est un récepteur à sept domaines
transmembranaires couplé à une protéine G. Sa stimulation entraîne une
augmentation de l’AMPc intra-cellulaire (Narumiya, S et al. 1999). PGE2, qui est la
prostaglandine E que l’on retrouve naturellement dans l’organisme, est impliqué
dans diverses fonctions incluant la régulation de la tension artérielle, la fermeture
du ductus arteriosus, la sensibilité à la douleur, la fièvre et l’inflammation
(Murakami, M et Kudo, I 2004). La PGE2 a également des effets sur le cancer qui
peuvent être très différents selon le type cellulaire. Des modèles murins de
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M.O. Organes périphériques
Figure 16. Mécanïsme hypothétique de l’actïon de ETV6 sur les cellules LLA
et/ou Lymphocytes pré-B (LB) via LUM.
Dans les LLA, ETV6 active l’expression de LUM qui agit de deux façons. Dans la
moélle osseuse f M.O.), LUM inhibe la prolifération cellulaire des LLA et/ou des LB,
possiblement en modulant les interactions cellules-cellules et/ou cellules-matrice.
LUM inhibe aussi l’infïltration dans des organes périphériques de cellules de LLA
via les vaisseaux sanguins. Lorsqu’il y a inactivation de ETV6, l’expression de
LUM diminue, ce qui favorise la croissance des cellules LLA et/ou LB et favorise
l’infiltration de cellules LLA dans les organes périphériques. Flèches à pointe
pleine: activation; lignes se terminant par une autre ligne à angle droit: inhibition;
flèche à pointe ouverte: infiltration. Voir le texte pour plus de détails.
Lumière
capillaire
sanguin
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cancers intestinaux montrent que l’absence de PTGER4 réduit la formation de
foyers aberrants de cryptes induits par l’azoxyméthane ainsi qu’une forte
diminution de polypes intestinaux dans le modèle APCmin, suggérant un effet
promoteur de l’oncogenèse (Mutoh, M et al. 2002). Dans des lignées cellulaires de
carcinomes, gastriques, la stimulation de PTGER4 inhibe la croissance cellulaire,
suggérant au contraire un effet inhibiteur de tumeur (Mutoh, M et al. 2002). Sur les
lymphocytes B immatures, PGE2 a généralement un effet inhibiteur. L’injection de
l’analogue de PGE2, 16,16-diméthyl PGE2 inhibe la lymphopoïèse dans les souris,
préférentiellement celle des précurseurs B (Shimozato, T et Kincade, PW 1999).
De plus, lorsque des lymphocytes B immatures ou la lignée cellulaire pro-B F10
sont cultivés in vitro, l’ajout de cet analogue au milieu induit l’apoptose (Shimozato,
T et Kincade, PW 1999). Les auteurs ont montré que cette réponse peut être
médiée par PTGER2/EP2 ou par des analogues d’AMPc (Shimozato, T et
Kincade, PW 1999), ce qui suggère que PTGER4 pourrait aussi avoir le même
effet puisqu’il présente une forte homologie avec PTGER2 et qu’il entraîne
également une augmentation intracellulaire d’AMPc (Narumiya, S et al. 1999).
Une autre étude a montré que le traitement de lymphocytes immatures ou matures
non-stimulés avec la PGE2 induit une apoptose ainsi qu’une augmentation de
l’expression de c-Myc, suggérant que I’apoptose pourrait être médiée par ce
dernier (Pica, F et al. 1996). Dans certaines lignées de lymphomes de type B,
PGE2 ou des analogues induisent une inhibition de croissance et une
augmentation de l’apoptose (Phipps, RP et al. 1989; Brown, DM et al. 1992). Le
même effet est aussi observé avec des lymphocytes T (Mastino, A et al. 1992;
Hendricks, A et al. 2000). Notre étude suggère que, dans les LLA pré-B,
l’inactivation de ETV6 entraîne une réduction de l’expression de PTGER4. Nous
proposons que PTGER4 joue un rôle dans la’sensïbilisation des lymphocytes B
immatures à l’apoptose et que lorsque EW6 est inactivé dans les lymphocytes
pré-B, la réduction de l’expression de PTGER4 ait pour effet de rendre les cellules
plus résistantes à l’apoptose, ce qui favorise le développement et/ou la
progression de la LLA (figure 17). Afin de tester cette hypothèse, une lignée
cellulaire sensible à la PGE2, comme la lignée F10 mentionnée plus tôt, pourrait
être utilisée. Après avoir vérifié que l’expression de PTGER4 augmente avec la
sur-expression de ETV6, les cellules, transfectées ou non avec EW6, pourraient
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PGE2
Figure 17. Mécanisme hypothétique de l’actïon de ETV6 sur les cellules LLA
et/ou lymphocytes pré-B (LB) via PTGER4.
ETV6 active l’expression de PTGER4 dans les LLA. La PGE2 inhibe la
prolifération et ïnduit I’apoptose des lymphocytes pré-B (LB) et des cellules de LLA
en agissant via son récepteur PTGER4. Lorsqu’il y a inactivation de ETV6,
l’expression de PTGER4 diminue, ce qui désensibilise les cellules de LLA et les LB
à l’apoptose et favorise leur prolifération. Flèches à pointe pleine: activation;
lignes se terminant par une autre ligne à angle droit: inhibition. Voir le texte pour
plus de détails.
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être traitées avec de la PGE2 et/ou un analogue spécifique à PTGER4 (ONO-AE]
329; (Mutoh, M et al. 2002)) afin de déterminer si la voie ETV6-PTGER4
sensibilise les cellules à l’apoptose. Cette expérience pourrait aussi être
reproduite in vivo en injectant des souris SCID avec des transfectants stables de
ETV6 ou des cellules contrôles et en les traitant avec de la PGE2 et/ou .des
agonistes de PTGER4.
SPHK1 est une enzyme catalysant la phosphorylation de la sphingosine en
sphingosine-1-phosphate (S1P). SJP est un médiateur lipidique aux fonctions
extrêmement diverses. Si P peut agir à l’intérieur de la cellule en participant à la
régulation de la mobilisation du calcium, en stimulant la croissance cellulaire et en
inhibant l’apoptose. Il peut également agir à l’extérieur de la cellule via l’un des
cinq récepteurs de surface couplés à des protéines G (S1PR1 à S1PR5) en
régulant, négativement ou positivement selon le récepteur stimulé, la migration
cellulaire et l’angiogenèse (Spiegel, S et Kolesnick, R 2002). Si P a différents
effets dans les cellules hématopoïétiques. L’induction de l’apoptose dans
certaines lignées cellulaires hématopoïétiques est inhibée par Si P (Cuvillier, O et
aI. 1998; Van Brocklyn, JR et aL 1998; Cuvillier, O et Levade, T 2001), suggérant
que l’expression de SPHK1 pourrait avoir un effet oncogénique. Par contre, Si P
peut aussi inhiber la croissance de lymphocytes T par une voie impliquant
possiblement un récepteur de surface (Jin, Y et aI. 2003), ce qui suggère un effet
inhibiteur de tumeur. S1P induit aussi une lymphopénie chez la souris et le rat
secondaire à la séquestration des lymphocytes dans les ganglions lymphatiques
(Mandala, S et al. 2002; Xie, JH et al. 2003). Considérant que les effets de S1P
sont très variables d’un type cellulaire à l’autre et que ces effets sont inconnus sur
les lymphocytes pré-B, il est difficile de prédire quel serait l’effet d’une diminution
d’expression de SPHK1 suite à l’inactivation de ETV6. Si la perte de ETV6 dans la
LLA pré-B est véritablement un événement favorisant le développement et/ou la
progression du cancer, il est probable que S1P ait un rôle d’inhibiteur de
croissance dans ce type cellulaire, tout comme sur les lymphocytes T (figure 18).
Pour vérifier cette hypothèse, le type cellulaire utilisé devrait être aussi près que
possible des lymphocytes pré-B ou de cellules LLA pré-B. Le taux de croissance
de lignées cellulaires pré-B ou de cellules LLA pré-B en culture primaire
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Figure 18. Mécanisme hypothétique de l’action de ETV6 sur les cellules LLA
et/ou les lymphocytes pré-B (LB) via SPHK1.
Dans les LLA, ETV6 active l’expression de SPHK1, une enzyme qui catalyse la
phosphorylation de la sphingosine (Sph) en sphingosine-1 -phosphate (Si P). Si P
agit sur l’un de ses récepteurs à la surface (S1PR) de la cellule et inhibe la
prolifération des cellules de LIA et/ou des LB. Lorsqu’il y a inactivation de ETV6,
l’expression de SPHK1 diminue et la concentration de Si P diminue, ce qui favorise
la croissance des cellules de LLA et/ou des LB. Flèches à pointe pleine:
activation; lignes se terminant par une autre ligne à angle droit: inhibition; flèche à
pointe ouverte: réaction de phosphorylation. Voir le texte pour plus de détails.
n
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(Herrera, L et al. 2000) pourrait par exemple être évalué après traitement avec de
la Si P. Si on constatait une inhibition de croissance par Si P, il faudrait ensuite
confirmer que la sur-expression de ETV6 dans ces cellules augmente l’expression
de SPHK1 et si possible, son activité.
Comme nous l’avons vu en introduction, p53, le produit du gène TP53, agit
comme suppresseur de tumeur d’une multitude de façons. Il est impliqué dans la
réparation de l’ADN, l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose. Il prévient donc
l’acquisition de la majorité des habiletés du cancer, soit l’auto-stimulation de la
prolifération, l’insensibilité aux signaux inhibiteurs de la prolifération, la résistance à
l’apoptose et la capacité illimitée de division. De plus, il joue un rôle dans le
maintien de la stabilité génomique, qui peut avoir un effet accélérateur sur le
développement et la progression du cancer s’il est déficient. Nos résultats
suggèrent que la perle de ETV6 entraînerait la diminution de l’expression de TP53,
ce qui favoriserait l’acquisition de ces multiples avantages dans le développement
et la progression de la LLA pré-B (figure 19). La perte de ETV6 associée à une
délétion homozygote du locus de p14ARF/p15INK4B/py6INK4 pourrait avoir un effet de
synergie dans l’inactivation de p53 puisque la perte de pi4, un inhibiteur de
MDM2, entraîne la déstabilisation de p53. Due aux multiples mécanismes de
régulation de p53, la sélection d’un modèle cellulaire pour évaluer une action
suppresseur de tumeur de ETV6 via p53 devrait être faite avec le plus grand soin
afin de s’assurer que rien n’entrave l’activité de p53 dans le modèle. Dans un
premier temps, tel que proposé pour les autres cibles potentielles de ETV6, il
faudrait vérifier si une sur-expression de ETV6 entraîne une augmentation de
l’expression de TP53 dans des cellules de leucémie. On pourrait ensuite tester si
un éventuel phénotype suppresseur de tumeur induit par la sur-expression de
ETV6 est aboli lorsque TP53 est inactivé par une méthode comme le RNAi.
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Figure 19. Mécanisme hypothétique de l’action de ETV6 sur les cellules LLA
eUou les lymphocytes pré-B (LB) via TP53.
EW6 active l’expression de TP53 dans les LLA. Dans les LLA et les LB, p53, le
produit génique de TP53, agit comme un frein à la prolifération, sensibilise à
rapoptose et participe au maintien de la stabilité du génome. Lorsqu’il y a
inactivation de ETV6, l’expression de TP53 diminue, ce qui favorise la prolifération
cellulaire, désensibilise à Vapoptose et favorise l’instabilité génomique. Flèches à
pointe pleine: activation; lignes se terminant par une autre ligne à angle droit:
inhibition. Voir le texte pour plus de détails.
LLNLB
ETV6
Prolifération
TP53
Stabilité.
Apoptose
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3.3 Identification d’éléments de la famille ETS dans la région
promotrice de gènes modulés par ETV6
La modulation des gènes suite à l’induction de ETV6 peut être due à la
liaison directe de ETV6 au niveau de leur promoteur, mais il est aussi possible que
des intermédiaires soient interposés entre ETV6 et ces gènes, c’est-à-dire qu’un
gène régulé directement par ETV6 soit responsable de la modulation d’un autre
gène qui a été identifié par notre étude de microarrays. Du point de vue
pathophysiologique de la leucémie, le fait que la modulation soit directe ou non est
d’un intérêt relatif puisque le phénotype qui en résulte devrait être le même dans
les deux cas. Cependant, du point de vue de la compréhension mécanistique, il
est d’un grand intérêt de connaître laquelle des deux situations prévaut.
Classiquement, les études de footprinting sont utilisées pour identifier des régions
promotrices sur lesquelles une protéine nucléaire s’assoit et les études de retard
sur gel (EMSA) permettent de confirmer une telle liaison dans une région précise
donnée en plus de renseigner sur la nature de la liaison. L’utilisation séquentielle
de ces méthodes est par contre laborieuse, particulièrement si on veut étudier
plusieurs gènes, comme cela était notre cas dans la présente étude. C’est pour
cette raison que nous avons décidé, dans un premier temps, de remplacer les
études de footprinting classiques par des approches alternatives susceptibles de
nous indiquer quelles régions pourraient lier ETV6 avec plus de probabilité, et dans
un deuxième temps, de confirmer si les éléments ETS identifiés pouvaient lier une
protéine nucléaire par EMSA. Afin d’identifier des régions susceptibles de lier
ETV6, nous nous sommes basés sur des critères qui semblaient indiquer qu’un
élément ETS ( ETS-binding site »: EBS) en particulier avait plus de chance de
médier une modulation par ETV6, soit des EBS ayant été rapportés comme étant
liés par d’autres TF ETS, des EBS conservés entre l’homme et la souris (approche
de « phylogenetic footprinting »), un EBS présent dans une région nécessaire à
l’activité d’un gène, ou un EBS situé à proximité de TFBS connus pour lier un autre
IF agissant parfois comme partenaire avec des ETS (tableau 2 « supplementary
materials » section 2.4). Parmi les 10 gènes validés par RI-PC R quantitatif,
seulement TP53 était connu pour être régulé par un autre IF ETS et le EBS
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impliqué dans cette régulation avait été identifié (Venanzoni, MC et al. 1996). La
plupart des autres EBS furent sélectionnés en fonction de leur conservation entre
l’homme et la souris. Contrairement aux simples prédictions de la présence de
TFBS selon un consensus, qui est connu pour détecter un très grand nombre de
faux positifs, il a été montré que la méthode de « phylogenetic tootprinting»
permet d’éliminer la plupart des fausses prédictions tout en conservant la plupart
de celles qui sont vraies (Lenhard, B et al. 2003). La capacité de liaison de ces
TFBS à lier des protéines nucléaires a été testée à l’aide d’EMSA. Comme aucun
des quatre anticorps anti-ETV6 dont nous disposions ne permettait de détecter
ETV6 dans un complexe retardé (étude de super-shift), il n’était pas possible de
déterminer si les EBS testés pouvaient lier ETV6 ou non. En effet, les anticorps
anti-ETV6 ont souvent constitué un problème au cours de nos travaux. Un seul
anticorps nous a donné de bons résultats, et ce en immunobuvardage de type
western, c’était celui dont nous a fait don le Dr Olivier Bernard (utilisé pour tous les
immunobuvardages de type western au chapitre 2). Après épuisement, le Dr
Bernard nous a envoyé un autre échantillon d’anti-sérum qui ne fonctionnait pas
aussi bien que le premier. Pour ce qui est des anticorps commerciaux vendu par
Santa Cruz Biotechnology (CA, USA), aucun n’a donné de signal satisfaisant. Il
n’est donc pas surprenant pour nous que ces anticorps n’aient pas permis une
utilisation en surper-shift. Nous espérions que l’induction de l’expression de ETV6
permettrait d’identifier des liaisons ADN-protéines différentielles mais cela n’a pas
été le cas, même avec la sonde contrôle positif. li est possible que les conditions
utilisées n’aient pas été optimales pour la liaison de ETV6 malgré le fait qu’elles
aient été suffisamment bonnes pour permettre la liaison d’autres protéines
nucléaires. Puisque la sonde contrôle positif peut potentiellement lier plusieurs
autres TFUe la famille ETS, un bon contrôle positif pour la liaison de ETV6 n’aurait
pu être confirmé que par l’utilisation d’un bon anticorps en super-shift. Il n’a donc
pu être possible dans le cadre de cette étude de montrer que les régions
sélectionnées pouvaient lier ETV6. Les études de compétitions avec des oligos de
même séquence que la sonde mais mutés au niveau de l’EBS a permis d’identifier
des régions dont la liaison de protéines nucléaires dépendait de ce consensus
ETS, suggérant la liaison d’un TE de cette famille et possiblement celle de ETV6.
Les régions identitiées sont situées dans le promoteur des gènes AKR1 C3, IL1 8,
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LUM, PTGER4, PTGS2, TP53 et VEGF. Il faut toutetois noter que la liaison de
certaines de ces régions au niveau du consensus ETS n’était pas toujours
compétitionnée par l’oligo contrôle EBS, capable de lier des ETS. Ceci pourrait
s’expliquer par une affinité différentielle entre les sondes et l’oligo EBS dû aux
différences de séquence du consensus central (.c cote sequence ») et/ou des
nucléotides voisins. Afin d’étudier plus amplement l’implication des TFBS
sélectionnés dans la modulation éventuelle de ETV6 dans une étude future,
l’utilisation d’extraits nucléaires contenant un ETV6 fusionné à un épitope-tag
serait un bon moyen pour contourner l’absence d’un bon anticorps contre ETV6 en
étude de super-shift puisque de bons anticorps contre différents épitopes sont
disponibles commercialement. L’utilisation de la méthode d’immunoprécipitation de
chromatine serait également un bon moyen d’investiguer la liaison de ETV6 à ces
régions.
3.4 Analyse des connexions entre les gènes modulés par ETV6
Une étude de microarrays évaluant les changements globaux du
transcriptome d’une population de cellules dans des conditions définies procure
une mine d’information. Ces informations renferment potentiellement des
réponses à une multitude de questions et le principal défi suite à ce type d’étude
réside dans l’élaboration de stratégies capables d’obtenir des réponses à ces
questions. La compréhension des mécanismes de l’expression génique est un
intérêt majeur de notre laboratoire depuis plusieurs années, nous avons donc tenté
de pousser plus loin l’analyse de nos données de microarrays. Notre étude nous a
permis d’identifier 87 gènes modulés suite à l’induction de ETV6. En assumant
que la modulation de ces gènes n’est pas aléatoire, nous avons proposé que des
gènes présentant un profil d’expression similaire puissent partager certaines
caractéristiques biologiques, des similarités de séquence et/ou des TFBS
communs au niveau de leur promoteur. Nous avons mis en évidence que certains
profils de modulation étaient associés à des caractéristiques biologiques et à la
présence de TFBS conservés dans les promoteurs de ces gènes.
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L’introduction de gènes modulés taux positifs dans un ensemble de
données est de nature à limiter le pouvoir statistique. Nous savons maintenant
que parmi les 87 gènes modulés, certains n’ont pu être confirmés par une seconde
méthode. Considérant que toute méthode a ses limites, nous ne pouvons affirmer
avec certitude que les gènes dont la modulation a été détectée avec une seule des
deux méthodes sont des faux positifs. Nous les considérons par contre comme
étant moins probablement de vrais positifs. Comme les études de microarrays
génèrent beaucoup de données, il est rare qu’une validation systématique soit
entreprise sur tous les gènes identifiés comme étant modulés. C’est pour cette
raison que pour nos études d’association, nous avons gardé l’ensemble des 87
gènes, simulant ainsi une situation plus typique.
L’étude des mécanismes moléculaires nous montre que l’acquisition de
certains phénotypes est assurée par ta coordination de ta régulation et/ou de
l’activité d’un certain nombre de protéines, Il est alors intuitivement attendu que
des gènes co-modulés selon des conditions déterminées codent pour des
protéines reliées d’un point de vue fonctionnel. Typiquement, les études de
microarrays arrivent à montrer qu’un nombre limité de gènes modulés fait partie de
mêmes voies moléculaires, mais ne semble pas, à première vue, présenter de
liens fonctionnels évidents. Nous avons émis l’hypothèse que les gènes
présentant des profils d’expression similaires peuvent aussi partager des
caractéristiques biologiques communes. En regroupant les gènes selon leur profil
de modulation et selon leurs caractéristiques biologiques, basées sur les termes
de la base de données de Gene Ontology (GO), nous avons montré que certains
gènes étaient regroupés à la fois selon ces deux critères et qu’il était
statistiquement improbable que ces associations aient été obtenues uniquement
par hasard, confirmant ainsi notre hypothèse. Bien qu’il taille souligner que les
gènes présentant un profil de modulation similaire ne possèdent pas
nécessairement tous des caractéristiques biologiques similaires, des gènes ayant
un profil de modulation similaire étaient toutefois associés à la plupart des
branches des arbres GO. L’ensemble de données utilisées pour décrire les
caractéristiques biologiques des gènes vient de la base de données GO qui, bien
qu’elle représente la meilleure option pour le moment pour décrire les produits
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géniques sur une base relativement objective, est incomplète d’un point de vue
descriptif. Notre approche nous a malgré tout permis de relever un certain nombre
d’associations. L’examen de ces associations suggère que certaines
caractéristiques biologiques sont plus souvent associées aux profils d’expression
alors que d’autres ne présentent jamais de lien (figure 4B section 2.5). La figure
4A de la section 2.5 montre que certains gènes sont plus souvent associés
ensemble, ce qui indique qu’en plus de partager un profil de modulation similaire,
ils partagent aussi des caractéristiques biologiques communes. L’examen de
termes GO communs de ces gènes souvent associés (tableau 1 section 2.5)
suggère que ces gènes pourraient être co-modulés afin de répondre à un
« besoin » biologique relié à ces termes.
La régulation de l’expression transcriptionnelle dépend de séquences
régulatrices dont font partie les promoteurs. Nous avons proposé que les gènes
présentant un profil de modulation similaire présentent aussi des similarités de
séquence et/ou partagent des TFBS au niveau de leur promoteur. Nous avons
détecté très peu d’associations entre les profils de modulation et la similarité de
séquence au niveau des promoteurs. Par contre, plusieurs associations entre les
profils de modulation et la présence de mêmes TFBS conservés ont été
observées. Bien que les gènes présentant un profil de modulation similaire ne
partagent pas tous nécessairement les mêmes TFBS conservés, des gènes ayant
un profil de modulation similaire étaient sur-représentés dans pratiquement toutes
les branches de l’arbre TFBS conservées (ConSite). Le tait que peu
d’associations aient été détectées entre les profils de modulation et la similarité de
séquence des promoteurs peut s’expliquer par le fait que les promoteurs sont liés
par des TF au niveau d’éléments en cis, ce qui fait que la plupart des nucléotides
d’un promoteur ne sont pas impliqués dans des interactions spécifiques avec des
TE et donc que leur mutation au cours de l’évolution présente possiblement moins
d’impact et soit plus probablement fixée. La recherche de similarité d’éléments
ois, ou TFBS, est une méthode ayant l’avantage de se concentrer sur des
séquences plus discrètes et non de longues séquences. Par contre, un problème
avec cette approche est que les séquences des TFBS sont courtes et dégénérées
alors la probabilité de rencontrer une séquence similaire à un TFBS répertorié
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seulement par chance est assez élevée. Ceci fait donc en sotie que plusieurs
séquences détectées s’avèrent être de faux positifs (Lenhard, B et al. 2003). De
plus, la caractérisation de TEES au niveau du promoteur de la plupart des gènes
étant relativement peu avancée, notre capacité à identifier les sites
fonctionnellement significatifs pour une analyse comme la nôtre est limitée. C’est
pourquoi nous avons décidé de considérer les TFBS conservés entre la souris et
l’homme pour notre analyse, ceci dans le but de nous débarrasser de la plupart
des TFBS sans signification fonctionnelle (faux positifs) et de garder la plupart de
ceux qui sont impliqués dans la régulation (Lenhard, B et al. 2003). Notre
approche, en plus de suggérer que des TFES conservés sont parfois observés
dans le promoteur de gènes présentant un profil d’expression similaire, propose
des TEES qui pourraient expliquer cette co-modulation.
Puisque le lien entre les séquences régulatrices d’un gène et la machinerie
effectrice de transcription est assuré par les TE et que ceux-ci lient ces séquences
au niveau de séquences spécifiques, il est concevable que les promoteurs
présentant des TFBS similaires puissent potentiellement être modulés selon un
profil d’expression similaire, tel que suggéré par notre étude. Cependant, un lien
mécanistique entre la similarité de profils de modulation et la similarité de
caractéristiques biologiques est moins évident. Puisque les caractéristiques
biologiques sont déterminées par les domaines protéiques codés dans les gènes,
nous proposons que la co-modulation de gènes présentant des caractéristiques
biologiques similaires puisse s’expliquer par le fait que les séquences codant pour
ces domaines sont en liaison génétique avec des sites régulateurs en cis dans les
promoteurs. Selon le principe de Sturlevant (Griffiths, AJF et al. 1996), si cette
hypothèse est vraie, on peut s’attendre à ce que les séquences d’ADN codant pour
les domaines protéiques reliés aux caractéristiques biologiques soient plus
souvent situées en 5’ des gènes dans les cas d’association fréquente avec les
profils de modulation puisque la fréquence de liaison décroît avec la distance
physique sur un chromosome.
Afin de déterminer quels TF pouvaient possiblement agir en collaboration
avec ETV6, nous avons effectué une analyse in silico basée sur les gènes de trois
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listes. La première étant constituée de gènes modulés par ETV6 identifiés dans
notre étude de microarrays, la seconde est une liste de 100 gènes sélectionnés au
hasard parmi les gènes non-modulés par ETV6, tel que déterminé par notre étude
de microarrays, et la troisième était une liste de gènes connus pour être régulés
par des TE ETS sélectionnés au hasard parmi la liste publiée par Sementchenko et
Watson (Sementchenko, VI et Watson, DK 2000). Après avoir relevé tous les
TFBS conservés dans le promoteur de ces gènes avec l’outil Consite (Sandelin, A
et al. 2004b), nous avons comparé la proportion de gènes de chacune des listes
présentant au moins une fois chacun des TEES de la base de données JASPAR
(Sandelin, A et al. 2004a). Nous avons montré que des TEES de la classe REL,
p65, c-REL et NE-kB, étaient sous-représentés dans le promoteur des gènes
modulés par ETV6 par rapport à ceux non-modulés par celui-ci. NE-kB et c-REL
étaient aussi sous-représentés dans le promoteur des gènes modulés par ETV6
par rapport aux gènes régulés par des ETS. Ceci suggère que les gènes modulés
par ETV6 subissent peu l’effet régulateur de NE-kB. Il est difficile de spéculer
quelle pourrait être la signification de ce résultat puisque NE-kB régule l’expression
de gènes dont les produits sont impliqués dans un très grand nombre de
processus dont l’apoptose, la prolifération cellulaire, l’adhésion cellulaire et
l’angiogenèse (Ealdwin, AS 2001). lI est intéressant de constater que ETV6 a des
liens documentés avec chacun de ces processus alors que, de façon
contradictoire, nos résultats suggèrent que ETV6 et NE-kB sont moins sujets à agir
ensemble. La plus simple explication de ceci pourrait être que les deux TE
agissent sur des processus communs mais au niveau de gènes différents qui
pourraient possiblement avoir des effets antagonistes sur ces processus. Les
TFBS Chop-cEBP et NE-Y étaient sur-représentés dans le promoteur des gènes
modulés par ETV6 par rapport aux gènes régulés par des ETS et Broad-complex 1
présentait une tendance à être sur-représenté dans les gènes modulés par ETV6
par rapport à ceux qui ne le sont pas. Puisque Chop-cEBP présente aussi une
tendance à être sur-représenté dans les gènes régulés par des ETS par rapport
aux gènes non-modulés par ETV6, ce TEBS présente un intérêt qui concerne
davantage l’étude des ETS autres que ETV6. Quant à NF-Y, un TE liant des
boîtes CAAU et donc qui lie un large éventail de promoteurs, nos résultats
suggèrent qu’il s’associerait plus fréquemment à ETV6 qu’aux ETS en général. La
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catégorie la plus intéressante pour identifier un TE collaborant possiblement à la
régulation génique par ETV6 est celle des TE sur-représentés dans le promoteur
des gènes modulés par ETV6 par rapport à ceux qui ne le sont pas. Un seul TE a
été relevé dans celle catégorie et c’est Broad-Complex 1. Le rôle régulateur du TE
liant ce TEBS (qui porte le même nom) est peu documenté. Il est connu comme
étant un TE impliqué dans la réponse tissu-spécifique à l’ecdysone chez la
drosophile (von KaIm, L et al. 1994). Ceci ne permet pas de spéculer sur une
possible collaboration avec ETV6. ConSite utilise JASPAR, une base de données
ne contenant que des TEBS bien caractérisés (Sandelin, A et al. 2004a). Par
contre, celle-ci contient relativement peu de matrices, avec un total de 111, par
rapport à la base Transfac par exemple qui en contient 762
(hffp://www.biobase.de/pages/products/statistics.html#transfac). Il y a donc lieu de
penser que plusieurs matrices n’ont pu être évaluées par notre approche.
Transfac ne comporte aucun outil permettant de trouver des TEBS conservés.
C’est donc dire que les outils actuels sont encore limitants dans ce type d’analyse.
Ceci étant dit, la caractérisation plus approfondie de la régulation des gènes
modulés par ETV6 nous permettra d’évaluer la pertinence de nos résultats et de ce
type d’analyse.
35 Conclusions et orientations futures
Au moment de commencer les travaux de celle thèse, on savait que la
région chromosomique l2pl 2-13 présentait des délétions hémizygotes récurrentes
dans approximativement 30 % des leucémies de type pré-E, suggérant la
présence d’un GST dans la région de délétion commune. Notre objectif était de
d’identifier le(s) GST dans la région critique et de mieux comprendre l’impact de
son inactivation dans les leucémies. Nous avons identifié de nouveaux gènes
dans celle région et contribués à la caractérisation de nouvelles isoformes de
transcrits de certains autres gènes qui ont été mis en évidence entre-temps. Nous
avons évalué si ces 7 gènes candidats étaient inactivés dans les patients
leucémiques en recherchant des mutations somatiques et en menant une étude
d’expression. Aucune mutation somatique n’a été détectée et seulement le gène
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ETV6 était inactivé au niveau de son expression. Selon l’hypothèse « two-hits »
des GST, ETV6 devenait alors le candidat GST dans la région le plus
probablement impliqué dans la leucémie de l’enfant. De plus, les polymorphismes
trouvés ont permis de réduire la région critique contenant seulement les gènes
BCL-G et ETV6. Ce dernier étant un facteur de transcription, nous avons voulu
identifier des gènes dont l’expression était modulée par celui-ci. Nous avons
généré des clones cellulaires inductibles permettant l’induction de ce gène et
avons évalué l’expression globale de ces cellules à différents temps après
l’induction de ETV6 à l’aide de microarrays. Une analyse stringeante des résultats
de cette expérience nous a permis d’identifier 87 gènes modulés par ETV6. Ces
gènes indiquent que ETV6 a une action pléiotropique et font partie de catégories
déjà associées à ETV6, soit l’apoptose, la croissance/prolifération cellulaire,
l’adhésion/matrice cellulaire et l’angiogenèse, ainsi qu’à d’autres catégories
incluant la réponse immunitaire, le métabolisme du cholestérol et celui des lipides.
L’identification de ces gènes suggère maintenant des cibles par lesquelles ETV6
agit sur ces voies cellulaires. Nous avons confirmé la modulation de l’expression
de 10/13 gènes par RT-PCR quantitatif. Afin de déterminer si ces gènes étaient
potentiellement des cibles directes de ETV6, nous avons évalué 1-3 régions
promotrices de ces gènes contenant des EBS pour leur capacité à lier des facteurs
nucléaires. Nous avons montré que des régions situées dans le promoteur des
gènes AKR1C3, 1L18, LUM, PTGER4, PTGS2, TP53 et VEGF liaient des facteurs
nucléaires de façon dépendante aux EBS évalués. Afin de déterminer si les gènes
validés par RT-PCR quantitatif pouvaient éventuellement être modulés par ETV6
dans les leucémies de patients, nous avons évalué leur expression ainsi que celle
de ETV6 dans les leucémies et avons montré que l’expression des gènes lLl 8,
LUM, PTGER4, SPHK1 et TP53 était directement corrélée avec celle de ETV6,
suggérant que celui-ci régule leur expression dans les leucémies de patients et
proposant des hypothèses sur les mécanismes par lesquels ETV6 pourrait agir
comme GST. Nos données de microarrays nous ont aussi permis de montrer que
des gènes présentant un profil de modulation similaire partageaient parfois des
caractéristiques fonctionnelles et des TEES conservés au niveau de leur
promoteur. Notre méthode d’analyse pourrait s’avérer utile pour orienter nos
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recherches futures en proposant des voies sur lesquelles agissent les gènes
modulés par ETV6 et des TFBS impliqués dans la régulation de ces gènes.
Cette étude ouvre la porte à trois principales orientations pour de futures
recherches: 1) la validation d’autres gènes modulés dans les cellules HeLa ainsi
que dans les patients LLA; 2) la caractérisatïon des mécanismes de régulation par
ETV6 des gènes modulés et 3) la caractérisation fonctionnelle des gènes dont
l’expression est corrélée avec celle de ETV6 dans les patients afin de mieux
comprendre quel est l’impact de l’inactivation de ETV6 dans le développement
etlou la progression de la maladie. Pour la première orientation, nous proposons
que le travail de validation par RT-PCR quantitatif se poursuive avec les cellules
HeLa afin de confirmer, dans un premier temps, les observations de notre étude de
microarrays, puis dans les patients leucémiques afin d’évaluer la possibilité d’une
régulation des gènes modulés par ETV6 dans la maladie qui nous intéresse.
L’objectif de la deuxième orientation serait de confirmer la modulation des gènes
en sous-clonant le promoteur de ces gènes devant un gène rapporteur de type
luciférase et en testant l’expression de ce rapporteur en fonction du statut
d’expression de ETV6. Un autre objectif serait de déterminer si ETV6 lie
directement le promoteur des gènes modulés. Cet objectif pourrait être atteint en
utilisant l’essai d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) et/ou en utilisant des
essais EMSA en super-shift. Les deux méthodes devraient utiliser une
construction exprimant ETV6 en fusion avec un tag-épitope afin de pouvoir utiliser
de bons anticorps, nécessaires pour la réalisation des deux stratégies. On
remarque d’ailleurs dans la littérature que les immunoprécipitations sont
généralement effectuées via un tag fusionné à ETV6. Les résultats de EMSA
présentés dans cette thèse pourraient servir de point de départ pour tester la
liaison de ETV6 au niveau des TFBS liant des protéines nucléaires de façon
dépendante à un EBS. La troisième orientation est celle qui permettrait
eventuellement de comprendre le rôle de ETV6 et des gènes qu’il module d’une
façon plus fonctionnelle dans le contexte de la leucémie. Nous avons déjà élaboré
dans le détail des stratégies pour aborder cette question dans la section 3.2. De
façon générale, l’idée serait d’utiliser des modèles de lignée cellulaire de leucémie
et de tester les phénotypes hypothétiques élaborés plus tôt dans la discussion à
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l’aide d’études de sur-expression et de répression des gènes modulés en utilisant
la transfection, le RNAi et des inhibiteurs lorsque c’est possible. Idéalement, les
études devraient comporter un volet in vitro et in vivo, dans un animal modèle (se
référer à la section 3.2). Pour ce type d’étude, le principal obstacle serait
l’efficacité de transfection des constructions puisqu’elle est en général assez
mauvaise dans les cellules hématopoïétiques. L’utilisation de vecteurs rétroviraux
semble être une méthode légèrement plus efficace que les méthodes
traditionnelles (Yang, G et aI. 2005). Devant cette inefficacité, il est clair qu’il serait
préférable de travailler avec des transfectants stables plutôt que transitoires. Par
contre, ceci peut aussi être un problème puisque l’expression des clones isolés est
souvent très faible (voir figure 1 3A). Il a été montré que dans certains types
cellulaires, l’intégration de transgènes résultait très souvent en une inactivation de
celui-ci (Schmidt-Kastner, PK et al. 1996). Il a été montré également que la co
transfection d’une construction comportant une portion génique exprimée
composée d’exons et d’introns et ayant une taille minimale de 12kb, entraînait
l’intégration d’un plus grand nombre de copies des plasmides co-tranfectés, un
meilleur taux d’expression par copie intégrée ainsi qu’une expression stable dans
le temps (McBurney, MW et al. 1998). Cette approche mériterait certainement
qu’on s’y attarde devant le constat que l’impact de l’expression d’un gène dans un
type cellulaire est parfois tout autre dans un autre type cellulaire. La co
transfection d’une construction exprimant un gène permettant le tri des cellules
transfectées, par exemple, le gène GFP pour un tri par « fluorescent-activated celI
sorting » (FACS), pourrait aussi être une solution pour travailler avec une
population exprimant transitoirement le gène désiré. Il va sans dire que l’utilisation
d’inhibiteur, lorsque c’est possible, par exemple de l’IL18BP pour inhiber 1L18,
serait préférable à toute méthode nécessîtant la transfection.
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